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ACh Acetilcolina. Ligando fisiológico de los receptores colinérgicos 
nicotínicos y muscarínicos.  
AChT  Enzima acetilcolintransferasa. 
AD  Adenocarcinoma de pulmón.  
APACHE Indíce de gravedad ó severidad de enfermedades (del inglés Acute	  Physiology	  and	  Chronic	  Health	  Evaluation).	  
ARNm Ácido ribonucleico mensajero.	  
CCDV  Canales de Ca2+ voltaje-dependientes. 
CAP  Vía colinérgica antiinflamatoria (del inglés Cholinergic 
Antiinflammatory Pathway). 
CICR   Liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (del inglés Calcium-Induced 
Calcium-Release). 
CMSP  Células mononucleares de sangre periférica. 
CRP   Proteína C Reactiva (del inglés C-Reactive Protein). 
DAMPs  Patrones moleculares asociados a lesión ó daño tisular (del inglés 
Damage-Associated Molecular Patterns). 
DAPI  4',6-diamino-2-fenilindol. 
EC50	   	  Concentración	  del	  fármaco	  que	  produce	  el	  50%	  del	  efecto	  máximo.	  
ECG	  	   	   Electrocardiograma.	  
EdU   5-etinil-2’ desoxiuridina. 
FIO2.  Fracción de oxígeno inspirado. 
FRET  Transferencia de Energía entre Fluorocromos. 
GB   Glóbulos blancos.  
Gy Gray, unidad del Sistema Internacional utilizada para medir la dosis de 
radiación ionizante. 
HAPs   Hidrocarburos aromáticos policíclicos. 
HRP   Peroxidasa de Rábano Picante. 
HRV   Variabilidad de la frecuencia cardíaca (del inglés Heart Rate Variability). 
INR   Relación internacional normalizada del tiempo de protrombina. 
IP3R  Receptor del inositol trifosfato. 
IRAK-M  Serina/treonina quinasa-M asociada al receptor de interleuquina-1. 
JAK2   Tirosina quinasa Janus 2. 
LPS   Lipopolisacárido (endotoxina). 





NF-κB  Factor de transcripción nuclear kappa B. 
NNK   4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona. 
NNN   N-nitrosonornicotina. 
NSCLC Cáncer de pulmón de células no pequeñas (del inglés Non-small Cell 
Lung Cancer). 
PAM   Presión arterial media. 
PAMPs  Patrones moleculares asociados a patógenos (del inglés Pathogen- 
Associated Molecular Patterns). 
PaO2   Presión arterial de oxígeno. 
PAS   Presión arterial sistólica. 
PCR	  	   	   Reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa.	  
PFA  Paraformaldehído. 
PI3K   Fosfoinositol-3-quinasa. 
RE   Retículo endoplásmico. 
RMSSD  Raíz cuadrada del valor medio de las diferencias al cuadrado de todos los 
intervalos R-R sucesivos del electrocardiograma. 
RyR   Receptores de Rianodina. 
SAA	  	   	   Proteína	  Sérica	  Amiloide	  A.	  
SCC	   	   Carcinoma	  escamoso	  de	  pulmón.	  
SDNN   Desviación estándar de todos los intervalos R-R del electrocardiograma. 
SEM	  	   	   Error	  estándar	  de	  la	  media.	  
SFB   Suero Fetal Bovino. 
SIDA  Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida. 
SIRS   Síndrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica. 
SNP Polimorfismo de nucleótido único (del inglés Single Nucleotide 
Polymorphism). 
STAT3  Transductor de señal y activador de la transcripción 3 (del inglés Signal 
Transducer and Activator of Transcription 3) 
TKI  Inhibidores de tirosina quinasa.  
TLR   Receptor de tipo Toll. 
TNF-α Factor de necrosis tumoral alfa. 
TTPa   Tiempo de tromboplastina parcial activada. 
UCI   Unidad de Cuidados Intensivos. 













El receptor nicotínico para la acetilcolina del subtipo α7 (α7 nAChR) presenta una 
amplia distribución en el organismo. Este subtipo de receptor ha sido identificado en 
queratinocitos, adipocitos, células inmunes, endoteliales, bronquiales y tumorales, 
desempeñando importantes funciones en cada una de estas localizaciones. En base a lo 
anterior, no es extraño que una deficiente actividad del α7 nAChR, o una reducción del 
número de receptores, hayan sido implicados en la etiopatogenia de diversos procesos 
patológicos neuropsiquiátricos (esquizofrenia, trastorno bipolar, Alzheimer, Parkinson), 
así como en enfermedades inflamatorias y neoplásicas. En el año 1998, Gault y cols 
identificaron en el cromosoma 15 del genoma humano un nuevo gen híbrido, el 
CHRFAM7A. El híbrido resulta de la combinación de un duplicado parcial del gen 
CHRNA7, que codifica para la subunidad α7 del nAChR, con el gen FAM7A. Nuestro 
grupo logró, por primera vez, identificar la función del transcrito del gen duplicado, el 
dupα7, el cual se comporta como un modulador endógeno de la actividad del α7 nAChR 
en ovocitos (de Lucas Cerrillo y col., 2011). 
Dada la implicación del α7 nAChR en múltiples procesos patológicos humanos, 
en este trabajo de Tesis nos planteamos estudiar la actividad de este receptor, y su 
posible modulación por dupα7, en enfermedades de gran importancia clínica como la 
sepsis, un prototipo de enfermedad inflamatoria extrema, y el carcinoma de pulmón de 
células no pequeñas (NSCLC). Se ha recurrido a utilizar una combinación de técnicas, 
incluyendo las de biología celular y molecular, bioquímica, microscopía confocal y 
técnicas específicas para el estudio de la actividad tumorogénica in vitro e in vivo de 
líneas celulares tumorales. 
Nuestros resultados derivados del estudio piloto realizado en pacientes sépticos 
revelan que los que presentan niveles de expresión altos de α7 ARNm y bajos de dupα7 
en CMSP muestran un mejor control de la inflamación y mejor pronóstico. Por otro 
lado, nuestros resultados in vitro e in vivo con líneas celulares de NSCLC muestran que 
la sobreexpresión de dupα7 bloquea la progresión tumoral secundaria a la activación del 
α7 nAChR por nicotina y NNK. Adicionalmente, los datos obtenidos en biopsias 
pareadas tumorales y no tumorales de pacientes con NSCLC indican la sobreexpresión 
del α7 ARNm y la disminución del dupα7 en las muestras tumorales respecto a las no 
tumorales, lo que refuerza el papel decisivo del α7 nAChR en el desarrollo tumoral, así 













The	  α7 nicotinic acetylcholine receptor (α7 nAChR) is widely distributed in the human 
body. These receptors have been identified in keratinocytes, adipocytes, immune, 
endothelial, bronchial and tumor cells where they perform important physiological 
functions. Reduced expression, activity, or functionality of this receptor subtype has 
been implicated in a wide variety of neuropsychatric disorders such as schizophrenia, 
bipolar, Alzheimer´s and Parkinson´s disease as well as in inflammatory and neoplastic 
disorders. In 1998, Gault et al. identified a new hybrid gene located on chromosome 15 
of the human genome known as CHRFAM7A. This hybrid gene derives from the partial 
duplication of the α7 nicotinic subunit gene, CHRNA7, and the genetic element FAM7A. 
Our group was able to identify the function of this gene transcript, named dupα7, and 
concluded that it behaves as a dominant-negative inhibitor of the α7 nAChR function. 
Due to the significant importance and implications of α7 nAChR function in a 
wide variety of human diseases, in this doctoral thesis we will study its activity and 
posible modulation by dupα7 in diseases of substantial economic and clinical 
importance such as sepsis and non-small cell lung cancer (NSCLC). Several 
experimental approaches have been used including confocal microscopy, biochemical, 
cellular and molecular biology techniques, as well as others used specifically for the 
study of in vitro and in vivo tumorigenic activity. 
Our results, derived from the pilot-study in septic patients, revealed that patients 
with a higher expression level of α7 and lower expression of dupα7 in peripheral blood 
mononuclear cells (PBMC) showed improved inflammatory control and a better 
prognosis of recovery. In contrast, our in vitro and in vivo data in NSCLC cell lines 
show that the overexpression of dupα7 blocks the tumoral progression secondary to the 
activation of the α7 nAChR by nicotine and NNK. Additionally, our clinical data in 
healthy and tumoral lung biopsies show that there is an overexpression of α7 mRNA 
and a downregulation of dupα7 mRNA in tumor biopsies compared to non-tumoral 
biopsies. These results reinforce the important role of the α7 nAChRs in tumor 















1. RECEPTOR PARA LA ACETILCOLINA: ESTRUCTURA Y TIPOS.  
 
Los receptores para la acetilcolina (AChR) pertenecen a la superfamilia de receptores 
Cys-loop activados por ligando. Esta familia de receptores también engloba a receptores 
de GABA (GABAA y GABAC), glutamato (NMDA, AMPA y kainato), glicina y 
serotonina (5-HT3). Los AChRs, al igual que los demás miembros de la familia, están 
constituidos por 5 subunidades transmembrana ensambladas alrededor de un poro 
iónico central. La activación del receptor por el agonista produce un cambio 
conformacional del mismo con la consiguiente apertura del poro y entrada de cationes a 
la célula. 
La Figura 1 muestra un esquema de la estructura terciaria de una de las 
subunidades principales que conforman el AChR, la subunidad α. Se observa un largo 
segmento N-terminal extracelular, seguido por 3 segmentos transmembrana (M1-M3), 
un gran bucle intracelular, un segmento transmembrana (M4) y un pequeño segmento 












Figura 1. Esquema de la estructura terciaria de una subunidad α prototipo del receptor nicotínico. Figura 
modificada de (Hendrickson y col., 2013). 
 
 
En el dominio N-terminal se localiza el “Cys-loop”, el cual contiene 2 residuos 
de cisteína separados por 13 aminoácidos y unidos entre sí por un puente disulfuro. En 
este Cys-loop reside la función señalizadora del receptor para que se produzca la 





este dominio se localiza también el sitio de unión al agonista, sitio que contiene una 
pareja de cisteínas vecinas cuya presencia es determinante para la fijación del agonista 
al receptor. El dominio N-terminal posee también diversos sitios de glicosilación, 
necesarios para la correcta inserción de la subunidad en la membrana plasmática. Estos 
sitios de glicosilación también intervienen en la correcta formación de puentes disulfuro 
de este segmento, a la vez que favorecen la isomerización de prolinas en la estrucutra 
Cys-loop (Sumikawa y Gehle, 1992; Rickert e Imperiali, 1995; Gehle y col., 1997). 
Los cuatro segmentos transmembrana de la subunidad poseen una conformación 
de α-hélice y se disponen revistiendo la pared del poro iónico. El segmento M2 es el 
responsable de la apertura del poro y de la selectividad y permeabilidad iónica del 
mismo (Albuquerque y col., 2009; Changeux 2010). El segmento M4 se encuentra 
enfrentada al M2 y es el principal encargado de interactuar con la membrana 
plasmática. Los segmentos M1 y M3 se disponen enfrentados entre sí, a 90° de los otros 
dos segmentos transmembrana (Albuquerque y col. 2009; Changeux, 2010). El dominio 
intracelular situado entre M3 y M4 está constituido por hélices α y láminas β, y su 
longitud y patrón de plegamiento depende del subtipo de subunidad. Este dominio 
contiene secuencias importantes para el transporte de la subunidad desde el retículo 
endoplásmico (RE) hacia la membrana celular, además de contener ciertos residuos de 
aminoácidos que, al ser fosforilados, regulan la eficiencia de ensamblaje del receptor en 
la membrana y, por tanto, determinan su capacidad funcional (Millar y Harkness, 2008; 
Colombo y col., 2013).  
Las subunidades del AChR se subdividen en dos categorías principales, según 
contengan sitios de reconocimiento para el ligando endógeno Acetilcolina (ACh) 
(subunidades α) o no contengan estos sitios (subunidades β, δ, γ y ε). Se han 
identificado 10 genes CHRNA (1-10) que codifican para las subunidades α, 4 genes 
CHRNB (1-4) que codifican para subunidades β, y los genes CHRNG, CHRND y 
CHRNE que codifican respectivamente, para las subunidades γ, δ y ε del AChR 
(Colombo y col., 2013). Todas las subunidades son expresadas en humanos, a 
excepción de la subunidad α8, la cual sólo se ha identificado en aves (Millar y Gotti, 
2009). Los genes que codifican estas subunidades se localizan en diversos cromosomas 






















Figura 2. Cariotipo humano ilustrando la localización de los genes que codifican para las diferentes 
subunidades del receptor nicotínico. 
 
 
Históricamente, los AChRs se han clasificado en base a su localización, en 
receptores musculares y neuronales. La extracción y purificación del receptor nicotínico 
muscular (mAChR) del pez Torpedo marmorata permitió, por primera vez, identificar 
la estructura de esta familia de receptores (Briley y Changeux, 1977; Sobel y col., 
1977). El receptor muscular está constituido por las subunidades α1, β1, δ y ε 
[(α1)2β1δε] mientras que, en su forma embrionaria, esta última subunidad es 
reemplazada por la subunidad γ (Brisson y Unwin, 1984; Kubalek y col., 1987). El gen 
CHRNA1, que codifica para la subunidad α1, se localiza en el brazo largo del 
cromosoma 2 y el gen CHRNB1, que codifica para la subunidad β1, se localiza en el 
brazo corto del cromosoma 17. Los genes localizados en el cromosoma 2 (CHRND y 
CHRNG) y en el cromosoma 17 (CHRNE) codifican para las subunidades δ, γ y ε, 
respectivamente (Fig. 2). La sustitución de la subunidad γ por la ε en la forma adulta del 
receptor es un paso importante para el desarrollo y generación del músculo durante el 
crecimiento. Mutaciones en los genes de las subunidades α1, β1 y δ suelen ser letales, 
mientras que mutaciones en la subunidad ε no son detectables hasta que tiene lugar la 



























2. SUBTIPOS DE RECEPTORES NICOTÍNICOS NEURONALES Y 
PAPEL FUNCIONAL. 
 Los receptores nicotínicos neuronales para la acetilcolina (nAChR) pueden ser 
homoméricos o heteroméricos, según esten constituidos por cinco subunidades identicas 
(α7 o α9), o por combinaciones de subunidades α y β (α2-α6 y β2-β4) (Dani y Bertrand, 
2007). Las “α” son las subunidades principales del nAChR ya que contienen los sitios 
de unión al agonista (Karlin y col., 1986) y el control de la apertura del poro iónico en 
respuesta a la activación del mismo, mientras que las subunidades “β” son estructurales 
y dan estabilidad al receptor. Por ello, cada nAChR homomérico dispondría de 5 lugares 
de unión al agonista localizados en las interfaces de subunidades adyacentes (Palma y 
col., 1986), mientras que el receptor heteromérico contaría con 2-3 sitios de 
reconocimiento del agonista en las interfaces entre las subunidades α y β (Taly y col., 
2009) (Fig. 3).  
 
Figura 3. Estequiometría de los diferentes subtipos de nAChRs. A la izquierda se representan los receptores 
homoméricos α7 y α9. A la derecha, los diferentes subtipos de receptores heteroméricos constituidos por distintas 
combinaciones de subunidades α y β. Los triángulos representan los posibles sitios de unión del agonista. 
 
 
El ligando fisiológico de estos receptores es el neurotransmisor ACh que tras 
unirse y activar al receptor, induce la entrada de cationes (Na+, K+ y Ca2+) hacia el 
interior celular. También el precursor de ACh, la colina, puede activar el subtipo α7 del 
nAChR (Alkondon y col., 1997). El alcaloide nicotina, del cual deriva la denominación 
de estos receptores, es otro agonista para los mismos. Para poder producir una 
activación estable del nAChR, ACh (ó el agonista en cuestión), necesita unirse a dos 
sitios de unión en receptores heteroméricos mientras que, en receptores homoméricos, 
debe unirse a tres sitios de unión no consecutivos (Rayes y col., 2009). 
La estequiometría de los receptores heteroméricos condiciona la afinidad del 






Así, la afinidad por ACh del receptor α4β2 es alta (EC50 ≈ 1 µM) para la estequiometría 
(α4β2)2β2 y baja (EC50 ≈ 100 µM) para la estequiometría (α4β2)2α4 (Buisson y 
Bertrand, 2001; Nelson y col., 2003; Moroni y col., 2006). Con respecto al receptor 
α3β4, sus estequiometrías (α3β4)2α3 y (α3β4)2β4 tienen conductancias muy distintas y 
diferente sensibilidad hacia el ión zinc (Hurst y col., 2013; Zoli y col., 2015). 
Los nAChRs de los subtipos α4β2 y α7 son los mayoritariamente expresados en 
SNC, mientras que en neuronas del sistema nervioso autónomo se expresan, 
principalmente, los subtipos α3β4, α3β2 y α7 del nAChR (Gotti y col., 2009).  Cuando 
el nAChR se localiza presinápticamente, su activación modula la liberación de diversos 
neurotransmisores, como noradrenalina, dopamina, glutamato y GABA (Paterson y 
Nordberg, 2000; Zouridakis y col., 2009), mientras que si se localiza 
postsinápticamente, la activación del nAChR estimula la excitabilidad celular, la 
diferenciación celular y la supervivencia. La Figura 4 muestra la distribución de los 









































Aunque, las distintas subunidades del nAChR fueron identificadas en sistema 
nervioso inicialmente, algunas de ellas fueron también encontradas posteriormente en 






3. EL nAChR DEL SUBTIPO α7: DISTRIBUCIÓN Y PAPEL 
FISIOPATOLÓGICO. 
El α7 nAChR es uno de los subtipos más interesantes por su amplia distribución y por la 
pleyade de funciones que le han sido atribuidas. Así, su activación en neuronas 
presinápticas modula la liberación de numerosos neurotransmisores, como dopamina 
(Champtiaux y col., 2003; Grady y col., 2007; Dickinson y col., 2008), GABA (Li y 
col., 2001; Zhang y Berg, 2007), glutamato (Gray y col., 1996; Sharma y 
Vijayaraghavan, 2008) y serotonina. En neuronas postsinápticas, la activación del α7 
nAChR induce impulsos excitatorios, a la vez que favorece la plasticidad neuronal y la 
supervivencia celular (Anderson y Blobel, 1981; Adler y col., 1998). Dentro del SNC y 
periférico, el α7 nAChR es expresado por todos los tipos celulares, tales como neuronas, 
microglía, oligodendrocitos y astrocitos (Sharma y Vijayaraghavan, 2001; Shytle y col., 
2004). Su expresión es especialmente elevada en la zona CA1 del hipocampo y en la 
corteza entorrinal (Court y col., 2000), mientras que en el cerebelo, su expresión es 
especialmente alta en células de Purkinje y, con mayor densidad, en la capa granulosa 
(Court y col., 2000). En corteza motora, el receptor se localiza en neuronas piramidales 
de las capas II, III, V y VI (Wevers y col., 1994). En los ganglios basales, la expresión 
del α7 nAChR es elevada en sustancia negra, intermedia en caudado y putamen y baja 
en estriado (Court y col., 2000). 
Este subtipo de receptor tiene unas características propias que lo diferencian del 
resto de los nAChRs ya que se desensibiliza rápidamente y su permeabilidad al calcio es 
elevada, superior a la del receptor de NMDA para glutamato (Castro y Albuquerque, 
1995; Quik y col., 1997; Broide y Leslie, 1999). El α7 nAChR muestra una baja 
afinidad por ACh mientras que presenta una alta afinidad por el antagonista α-
bungarotoxina (α-Bgtx), una toxina producida por la serpiente Bungarus multicinctus 
capaz de bloquear selectivamente a este subtipo de receptor y al receptor muscular 
α1β1δε.  
La activación del α7 nAChR conduce a la entrada de iones Ca2+ a la célula que 
es potenciada por diversos mecanismos: 1) entrada de cationes Na+ por el poro iónico 
que produce despolarización celular y la consiguiente apertura de canales de Ca2+ 
voltaje-dependientes (CCVD), 2) liberación de Ca2+ de los depósitos intracelulares del 





a través de receptores de rianodina (RyRs) por el mecanismo conocido como CICR (del 
inglés, calcium induced calcium released) (Sharma y Vijayaraghavan, 2001). Como 
resultado de todos los anteriores procesos se produce una elevación considerable de la 
concentración intracelular de Ca2+ [Ca2+]i capaz de disparar distintas cascadas de 
señalización según el tipo celular. Así, en neuronas, la elevación del [Ca2+]i activa la 
proteína quinasa A (PKA) , la proteína quinasa C (PKC), la vía de señalización de 
MAPK (del inglés Mithogen Activated Protein Kinase)  (Vijayaraghavan y col., 1990) y 
la calmodulina quinasa (CaMK) II (del inglés Calcium/Calmodulin-dependent protein 
kinase II) (Cammarota y col., 2002; Lu y Hawkins, 2006). Todas estas vías confluyen 
activando (por fosforilación) el elemento CREB (del inglés cAMP response element 
binding protein) y, por tanto, conducen a un aumento de la plasticidad sináptica a corto 
y largo plazo. El α7 nAChR también es capaz de activar ciertas vías de señalización a 
través del dominio intracelular entre lo segmentos transmembrana M3 y M4. Se ha 
descrito que en ese dominio intracelular existe una región de 4 aminoácidos (345-348 
RMKR) que funciona como sitio de unión a proteínas G y, por tanto, capaz de promover 
la activación de diversas vías de señalización (King y col., 2015; King y Kabbani, 
2016).  
Tradicionalmente, se ha considerado que el α7 nAChR es homomérico. Sin 
embargo, se han identificado receptores heteroméricos α7β2 funcionales en un modelo 
de expresión heterológa, como es el de los ovocitos de rana Xenopus laevis; en el que 
éste receptor heteromérico presenta características farmacológicas distintas al 
homomérico α7 (Khiroug y col., 2002). Más recientemente, ha sido posible identificar 
este receptor heteromérico expresado nativamente en neuronas del prosencéfalo basal 
(Moretti y col., 2014) y en corteza cerebral humana (Thomsen y col., 2015). Sin 
embargo, hasta la fecha, el receptor heteromérico α7β2 no ha podido ser identificado 
fuera del SNC. 
El gen que codifica para la subunidad α7 es el CHRNA7. Este gen es muy 
primitivo ya que se han encontrado genes homólogos en organismos procariotas del 
reino de las arqueas (Tasneem y col., 2005). Por ello, se ha considerado al gen CHRNA7 
como el ancestro de los genes que codifican para las subunidades de los receptores de 
GABA, 5-HT3 y otras subunidades nicotínicas (Le Novere y col., 2002). El CHRNA7 se 
localiza en el brazo largo del cromosoma 15, en una región de gran importancia 





duplicaciones y microdeleciones correspondientes a una amplia variedad de genes que 
pueden tener relevancia en diversos procesos patológicos, entre los que se incluyen el 
síndrome de Prader-Willis ó el síndrome de Angelman, la esquizofrenia, la epilepsia, el 
autismo y el trastorno por déficit de atención por hiperactividad (Szafranski y col., 
2010). Así, deleciones en el gen CHRNA7 se producen, con mayor frecuencia, en 
pacientes con déficits cognitivos, trastornos del lenguaje y convulsiones, mientras que 
las duplicaciones en este gen ocurren más frecuentemente en pacientes autistas, con 
déficit de atención y esquizofrénicos (Gillentine y Schaaf, 2015). Polimorfismos de un 
solo nucleótido (SNPs, del inglés Single Nucleotide Polymorphism) en el promotor del 
CHRNA7 han sido también asociados con la esquizofrenia (Leonard y col., 2002). 
Finalmente, se ha propuesto que una actividad deficiente del α7 nAChR o una 
disminución en la expresión del α7 ARNm puede estar implicada en diversas patologías 
neurológicas y psiquiátricas, como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, 
esquizofrenia, depresión, trastorno bipolar, autismo y síndrome de Rett (Freedman y 
col., 1995; Oddo y LaFerla, 2006; Yasui y col., 2011; Kunii y col., 2015). 
En conjunto, a la luz de los numerosos datos bibliográficos que se acaban de 
exponer, podemos concluir que el α7 nAChR expresado en SNC y periférico tiene una 
gran relevancia fisiopatológica. Sin embargo, ¿qué es lo que se conoce de este subtipo 
de receptor en sus localizaciones no neuronales? El α7 nAChR ha sido identificado en 
células y tejidos de pulmón (Lam y col., 2007), piel (Zia y col., 2000), inmunes 
(Borovikova y col., 2000; de Jonge y Ulloa, 2007; de Lucas-Cerrillo y col., 2011; 
Olofsson y col., 2012), endotelio (Saeed y col., 2005), plaquetas (Schedel y col., 2011), 
testículo (Son y Meizel, 2003; Bray y col., 2005), adipocitos (Cancello y col., 2012), 
sinoviocitos (Waldburger y col., 2008), sistema gastrointestinal (Dang y col., 2015; 
Baird y col., 2016) y en diversos células y tejidos tumorales correspondientes a cáncer 
de colon, gástrico, vejiga, cervical, hígado y páncreas (Wong y col., 2007; Shin y col., 
2008; Chen y col., 2008; Al-Wadei y Schuller, 2009; Calleja-Macias y col., 2009; 
Martinez y col., 2017). A continuación, revisaremos los actuales conocimientos del 
papel que juega el α7 nAChR en algunas de estas localizaciones no neuronales, en 





4. VÍA COLINÉRGICA ANTIINFLAMATORIA Y SUS 
IMPLICACIONES EN DISTINTAS PATOLOGÍAS. 
La vía colinérgica antinflamatoria (CAP) fue descrita, por primera vez, por el grupo de 
Kevin Tracey en un trabajo publicado en el año 2000 (Borovikova y col., 2000). En 
dicho trabajo, los autores mostraron como la estimulación del nervio vago reducía los 
niveles plasmáticos de la citoquina proinflamatoria TNF-α en respuesta a la endotoxina 
LPS inyectada en ratones. Interesantemente, el efecto inhibitorio de la estimulación 
vagal no se producía en animales sometidos a vagotomía. Tres años más tarde, los 
mismos autores demostraron que el α7 nAChR es el subtipo implicado en el control 
antiinflamatorio mediado por el nervio vago (Wang y col., 2003), tal como detallaremos 
más adelante. 
El nervio vago se encuentra formado por más de un 80% de fibras aferentes 
(sensoriales) y un 20% de fibras eferentes (motoras). Este nervio se encarga del control 
del ritmo cardiaco, la perístasis intestinal, la digestión y la secreción de hormonas por lo 
que, de su correcta actividad, dependen muchos procesos fisiológicos (Tracey, 2002). 
Cuando las vías aferentes del nervio vago detectan elementos indicativos de inflamación 
(citoquinas, LPS, isquemia), estas envían señales al cerebro, concretamente al núcleo 
del tracto solitario en el bulbo raquídeo (Bonham y Hasser, 1993). Este núcleo conecta 
con el núcleo dorsal motor que manda señales, a través de las fibras eferentes vagales, al 
sistema reticuloendotelial (corazón, pulmón, hígado, bazo e intestino). La activación del 
nervio vago eferente conduce a la liberación de ACh en estos últimos órganos. Una 
excepción es el bazo, en dónde el nervio vago no conecta directamente con este órgano 
sino que lo hace a través del nervio esplácnico (Fig. 5). De este manera, el vago eferente 
libera ACh en el ganglio celíaco estimulando el nervio esplácnico, el cual libera 
noradrenalina (NA) que activa receptores β adrenérgicos de una subpoblación de 
linfocitos T (CD4+ CD44high CD62low). Estos linfocitos, que cuentan con la enzima 
colinacetiltransferasa (AChT), son capaces de sintetizar y liberar ACh y, por tanto, 
activar α7 nAChRs de macrófagos residentes del bazo para frenar la excesiva 




























Figura 5. Representación esquemática de la vía colinérgica antiinflamatoria (CAP). La activación de las vías 
aferentes del nervio vago por mediadores inflamatorios pone en marcha la respuesta vagal eferente para contrarrestar 
el exceso de inflamación. El α7 nAChR juega un papel esencial en este control aitinflamatorio. β-AR: receptores β 
adrenérgicos; TLRs: receptores de tipo Toll; DAMPs: patrones moleculares asociados a daño; PAMP: patrones 
moleculares asociados a patógenos; LPS: lipopolisacárido. Imagen modificada de (Cedillo y col., 2015). 
 
 
El α7 nAChR es clave para la actividad de la CAP ya que la activación en 
macrófagos de este receptor por ACh o nicotina inhibe la producción de citoquinas 
proinflamatorias y mejora la supervivencia en modelos animales de sepsis (Wang y col., 
2004). Otros agonistas del α7 nAChR, como colina y el compuesto GTS-21, tienen 
efectos antiinflamatorios similares a lo observado in vitro en modelos animales (Pavlov 
y col., 2007; Parrish y col., 2008b). Por otra parte, se ha contrastado que el efecto 
colinérgico antiinflamatorio desaparece cuando el α7 nAChR es bloqueado con un 
antagonista o en modelos animales knockout para este subtipo de receptor (Wang y col., 
2003; Zhao y col., 2012; Olofsson y col., 2012). 
El efecto antiinflamatorio mediado por el α7 nAChR se produce, principalmente, 
a través de la vía de señalización JAK2/STAT3. La estimulación del receptor activa la 
tirosina quinasa Janus 2 (JAK2), la cual fosforila al factor de transcripción STAT3 (de 





como un regulador negativo de la expresión de citoquinas proinflamatorias (TNF-α, IL-
6) (de Jonge y col., 2005; Arredondo y col., 2006). La forma activa de STAT3 puede 
también dimerizar con la subunidad p65 del NF-κB, bloqueando la activación de este 
último factor de transcripción y, por tanto, inhibiendo la expresión de citoquinas y 
moléculas proinflamatorias (Yoshida y col., 2004; Hoentjen y col., 2005). Otros grupos 
de investigación han implicado también a la vía de señalización PI3K/Akt en el efecto 
antiinflamatorio y mejoría de la supervivencia en sepsis mediados por el α7 nAChR 
(Tyagi y col., 2010; Kim y col., 2014).  
Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que la activación del α7 nAChR en 
macrófagos humanos produce un aumento en los niveles de expresión del ARNm y  
proteína de IRAK-M (Quinasa-M asociada al receptor de interleuquina-1) (Maldifassi y 
col., 2014). IRAK-M actúa como un modulador negativo de los TLRs (receptores de 
tipo Toll). Estos últimos receptores son responsables de detectar las moléculas 
conocidas como PAMPs (Patrones moleculares asociados a patógenos) y activar señales 
inflamatorias a través del NF-κB. Así, el aumento de los niveles de IRAK-M mediado 
por la activación del α7 nAChR modula negativamente a los TLRs y, a través de las 
vías de señalización JAK2/STAT3 y PI3K/Akt, previene la activación de NF-κB.  Por 
tanto, nuestros hallazgos revelan una nueva vía de señalización implicada en el efecto 
antiinflamatorio mediado por el α7 nAChR.  
El control de la inflamación por la CAP ha podido constatarse en varios modelos 
animales de enfermedades que cursan con inflamación, como la sepsis, enfermedad 
inflamatoria intestinal, pancreatitis, shock hemorrágico y lesión pulmonar aguda (van 
Westerloo y col., 2006; Wang y col., 2007; Parrish y col., 2008a; Li y col., 2010; 
Meregnani y col., 2011; Kessler y col., 2012; Levy y col., 2013). En algunos de estos 
modelos, se ha observado una disminución de la actividad del nervio vago, la cual se 
deduce por la disminución de ciertos índices de la variabilidad de la frecuencia cardíaca 
(HRV, del inglés Heart Rate Variability) que son controlados por el nervio vago que 
inerva el corazón (Fig. 5). La HRV es un proceso fisiológico resultante de la actividad 
equilibrada entre el sistema nervioso simpático y parasimpático sobre el nodo sinusal 
del corazón. Por tanto, la determinación de varios parámetros de la HRV permite 
deducir la actividad del sistema nervioso autónomo y, particularmente, del nervio vago 





La medida de diversos parámetros relacionados con la frecuencia cardíaca, 
utilizando los intervalos R-R del complejo QRS del electrocardiograma (ECG), 
constituye un método simple y no invasivo (Fig. 6) que permite calcular múltiples 
variables de tiempo y frecuencia, así como la actividad vagal. Los parámetros que se 
usan como índices de actividad vagal son los siguientes: 1) SDNN = desviación 
estándar de todos los intervalos R-R; 2) RMSSD = raíz cuadrada del valor medio de las 
diferencias al cuadrado de todos los intervalos R-R sucesivos; y 3) HF = parámetro 
espectral de alta frecuencia referido a la frecuencia de los intervalos R-R entre los 
rangos 0,15 y 0,4 Hz. (Anon, 1996). La disminución de todos estos índices, que refleja 
una reducción de la actividad vagal, se ha asociado a una mayor concentración de 
citoquinas proinflamatorias y mayor mortalidad en pacientes sépticos (Pontet y col., 









Figura 6. Electrocardiograma mostrando los intervalos R-R del complejo QRS. Estos intervalos son utilizados 
para calcular diversos parámetros de variabilidad de frecuencia cardíaca (HRV) que reflejan la actividad vagal a nivel 
del corazón. Imagen modificada de (Laborde y col., 2017). 
 
Todos los datos in vitro o en modelos animales de diferentes enfermedades 
inflamatorias indican la importancia de la CAP en el control de la inflamación. Sin 
embargo, apenas existen estudios clínicos que sustenten la relevancia de esta vía en 







5. SEPSIS: EPIDEMIOLOGÍA Y RELEVANCIA CLÍNICA. 
La sepsis es una enfermedad grave que cursa con una excesiva respuesta inflamatoria 
del organismo como respuesta a un proceso infeccioso. La enfermedad puede llegar a 
ser mortal si no se trata a tiempo y de forma adecuada. Esta patología tiene un gran 
impacto socio-sanitario, afectando a unos 750.000 pacientes al año en Estados Unidos, 
con una cifra de 215.000 muertes y un coste anual de unos 17 billones de dólares 
(Angus y col., 2001; Martin y col., 2003; Chang y col., 2010). En el mundo se calcula 
que esta enfermedad puede llegar a afectar a 31,5 millones de personas, 19,4 millones 
de los cuales evolucionan hacia sepsis severa con 5,3 millones de fallecimientos anuales 
(Fleischmann y col., 2016). Estos últimos datos están probablemente subestimados, si 
se tiene en cuenta la dificultad de diagnosticar la enfermedad en países subdesarrollados 
(Becker y col., 2009; Jawad y col., 2012; Fleischmann y col., 2016). En España, la 
incidencia de sepsis y sepsis severa en la población es alta, habiéndose descrito 212,7 
casos de sepsis  (entre los años 2008 y 2012) y 87 casos de sepsis severa  (entre los años 
2006 y 2011) por cada 100.000 habitantes al año. La tasa de mortalidad para la sepsis y 
sepsis severa en España fue respectivamente del 21,6% y del 46%, para los períodos 
citados (Bouza y col., 2014; Yebenes y col., 2017). 
Desde el punto de vista clínico, la sepsis es difícil de diagnosticar. En el año 
1991 se establecieron las bases diagnósticas de la sepsis y del síndrome de respuesta 
inflamatoria sistémica (SIRS) gracias a un consenso internacional, que fue actualizado 
en 2001 (Bone y col., 1992; Levy y col., 2003). En este último consenso se estableció la 
definición de sepsis como la respuesta inflamatoria sistémica a la infección (probable o 














Tabla 1. Criterios diagnósticos de la sepsis. 
Definición de Sepsis: Respuesta inflamatoria sistémica a  una Infección (probable o documentada) 













Frecuencia cardíaca >90 latidos/minuto 
Taquipnea (> 20 inhalaciones/minuto) 
Estado mental alterado 
Edema importante ó equilibrio positivo de fluidos (>20 mL/Kg durante más de 
24 horas) 






Leucocitosis (recuento de glóbulos blancos [GB] >12.000 µL-1) 
Leucopenia (recuento de glóbulos blancos [GB] <4.000 µL-1) 
Recuento de GB normal con más del 10% de formas inmaduras 
Proteína C Reactiva (CRP) en plasma > 2 SD por encima del valor normal 
Procalcitonina plasmática > 2 SD por encima del valor normal 
Variables 
hemodinámicas 
PAS < 90 mm Hg; PAM <70 mm Hg, o un descenso de la PAS > 40 mm Hg en 
adultos o < 2 SD por debajo de lo normal según la edad. 
Variables de 
disfunción orgánica 
Hipoxemia arterial (PaO2/FIO2 <300) 
Oliguria aguda (diuresis <0,5 mL/Kg/h, al menos, durante 2 horas con una 
adecuada reanimación con fluidos) 
Aumento de creatinina >0,5 mg/dL o 44,2 µmol/L 
Anomalías en la coagulación (INR >1,5 o TTPa > 60 segundos) 
Íleo (ausencia de borborigmos) 
Trombocitopenia (Recuento de plaquetas <100.000 µL-1 
Hiperbilirrubinemia (bilirrubina total plasmática > 4 mg/dL o 70 µmol/L) 
Variables de 
perfusión tisular 
Hiperlactatemia (>1 mmol/L) 
Reducción en llenado capilar  
GB = Glóbulos blancos, CRP = Proteína C Reactiva, PAS = Presión Arterial Sistólica, PAM = Presión Arterial 
Media,  PaO2 = Presión arterial de oxígeno, FIO2 = Fracción de oxígeno inspirada, INR = Relación Internacional 
normalizada del tiempo de protrombina, TTPa = Tiempo de tromboplastina parcial activada. Tomado de (Levy y col., 
2003). 
 
En ese mismo consenso internacional se definió a la sepsis severa como aquella 
sepsis asociada a una disfunción órganica, hipoperfusión o hipotensión que responde a 
la fluidoterapia. La hipoperfusión puede incluir acidosis láctica, oliguria o alteraciones 
agudas del estado mental. En la Tabla 2 se muestran los criterios diagnósticos de la 










Tabla 2. Criterios diagnósticos de la sepsis severa. 
Definición de la sepsis severa = Sepsis que cursa con hipoperfusión tisular o disfunción orgánica  
Hipotensión inducida por la sepsis 
Niveles de lactato por encima de los normales de laboratorio 
Diuresis <0,5 mL/Kg/h durante más de 2 horas a pesar de la reanimación adecuada con fluidos 
Lesión pulmonar aguda con PaO2/FIO2 < 250 con ausencia de neumonía como foco de infección 
Lesión pulmonar aguda con PaO2/FIO2 < 200 con neumonía como foco de infección 
Creatinina > 2,0 mg/dL (176,8 µmol/L) 
Bilirrubina > 2 mg/dL (34,2 µmol/L) 
Recuento de plaquetas < 100.000 µL-1 
Coagulopatía (INR > 1,5) 
PaO2= Presión arterial de oxígeno, FIO2= Fracción de oxígeno inspirada, INR= Relación Internacional normalizada 
del tiempo de protrombina. Tomado de (Levy y col., 2003). 
 
Si la sepsis severa no es controlada convenientemente, esta puede evolucionar a 
shock séptico, en el cual el paciente presenta una hipotensión severa y anormalidades de 
perfusión que no revierten con una fluidoterapia adecuada. Las anormalidades de 
perfusión pueden incluir una acidosis láctica, oliguria o una alteración mental severa del 
paciente (Levy y col., 2003). 
Las anteriores definiciones han sido revisadas recientemente para mejorar los 
criterios diagnósticos de los pacientes, adelantar el tratamiento y mejorar su pronóstico. 
Así, en el año 2015, se celebró la 3ª Conferencia Internacional de Consenso en Sepsis y 
Shock Séptico. En dicha conferencia se definió a la sepsis como una disfunción 
orgánica de alta gravedad debida a la respuesta inflamatoria hacia una infección, en 
dónde el sitio al daño orgánico es distinto al sitio de infección. El shock séptico se 
mantiene como un empeoramiento de la sepsis, en el que aumenta considerablemente la 
mortalidad y se caracteriza por una hipotensión severa que se mantiene aún con la 
reanimación adecuada de fluidos (Singer y col., 2016). 
Como se ha mencionado anteriormente, la sepsis tiene un gran componente 
inflamatorio. Éste se genera con la detección por medio de células inmunes, endoteliales 
y epiteliales de diversos compuestos patógenos y derivados del daño tisular. Tras la 
unión de compuestos como PAMPs ó DAMPs (Patrones moleculares asociados a daño) 
al complemento, receptores TLRs ó receptores NLRs (del inglés NOD-like receptors), 
entre otros, provocan una cascada compleja de señales intracelulares que regulan la 
inflamación y la inmunidad adaptativa y celular. Estas señales intracelulares también 





transductores de señal y activadores de la transcripción (STATs) y la translocación 
nuclear del NF-κB al núcleo, entre muchos otros. El sentido y la intensidad de la 
activación de estas vías de señalización depende totalmente de la clase y cantidad de 
moléculas detectadas (Tang y col., 2012). 
El tratamiento de la sepsis debe ser personalizado de acuerdo con las 
características clínicas del paciente. No obstante, la elección del tratamiento debe 
contemplar los siguientes tres aspectos: 1) control de la infección, 2) estabilización 
hemodinámica y 3) control de la respuesta inflamatoria. El tratamiento de la infección 
debe de iniciarse lo antes posible, aunque es aconsejable realizar pruebas diagnósticas 
antes de su inicio. El tratamiento antibiótico ideal debe ser de amplio espectro (Kumar y 
col., 2010; Micek y col., 2010) y una vez identificado el organismo patógeno, debe ser 
reevaluado. No obstante, en un 30% de los pacientes sépticos, los cultivos son negativos 
por lo que el tratamiento antibiótico es empírico (Vincent y col., 2009). La 
estabilización hemodinámica debe realizarse con el fin de evitar el daño orgánico y 
shock. La administración de fluidos dependerá del estado del paciente, pero debería 
iniciarse de forma abundante y reajustarse una vez que el paciente presente un estado 
más estable (Dellinger y col., 2013; Vincent y col., 2016). Junto a la fluidoterapia, se 
administrarán agentes vasoactivos para disminuir la hipotensión. Entre estos últimos, se 
suelen utilizar la combinación de noradrenalina y dobutamina (De Backer y col., 2012; 
Dellinger y col., 2013).  
En lo que respecta al control de la excesiva respuesta inflamatoria en sepsis, éste 
es un objetivo que la terapia actual no ha llegado a resolver. Se han descrito diversos 
ensayos clínicos cuyas dianas terapéuticas estaban dirigidas hacia receptores 
responsables de la respuesta inmune (TLR4, CD14), o al bloqueo de las moléculas 
inflamatorias (PAMPs, citoquinas, complemento); sin embargo, pocos de estos ensayos 
han obtenido resultados prometedores. En los últimos años se vislumbraron efectos 
inmunomoduladores importantes por el bloqueo del componente C5a del complemento 
y el tratamiento con la interleucina 7 (IL-7) en pacientes sépticos (Mackall y col., 2011; 
US National Library of Medicine 2016). En base a lo anterior, se puede concluir que el 
estudio de nuevas dianas y mecanismos moduladores de la inflamación es clave para un 






6. CÁNCER DE PULMÓN. 
El cáncer de pulmón es el cáncer de mayor mortalidad a nivel mundial, siendo 
responsable de una de cada cinco muertes por cáncer. En el año 2012, se produjeron 
1,59 millones de muertes por este tipo de cáncer en el mundo (19,4% de muertes totales 
por cáncer) y 21.118 en España (29.6% de muertes por cáncer). La incidencia alcanzó 
1,8 millones de casos nuevos en el mundo (13% de la incidencia total de cáncer) y de 












Figura 7. Esquema correspondiente a la incidencia y mortalidad de los distintos tipos de cáncer en la 
población española en el año 2012. LNH, Linfoma no Hodgkin. Imagen modificada de (Ferlay y col., 2015). 
 
El cáncer de pulmón presenta a nivel mundial una supervivencia del 10-15% a 
los 5 años, siendo del 6,3% en España,  lo que lo hace uno de los tipos de cáncer más 
agresivos (Ferlay y col., 2015; Howlader y col., 2016). La supervivencia depende del 
estadio en el que se realiza el diagnóstico. Así, la probabilidad de supervivencia a los 5 
años es del 2% si el diagnóstico del tumor se realiza en el estadio IV, y del 50% si el 
diagnóstico se produce en una etapa más temprana del desarrollo tumoral, como es el 
estadio IA (Goldstraw y col., 2007). La baja supervivencia de este tipo de cáncer se 
debe, en gran medida, a que la mayoría de los pacientes (≈ 80%) son diagnosticados con 
metástasis, y la mitad de ellos, con metástasis distantes (Howlader y col., 2016). 
Existen dos grandes categorías de cáncer de pulmón, el carcinoma de pulmón de 
células no pequeñas (NSCLC) y el carcinoma de pulmón de células pequeñas (SCLC), 
que representan el 75-85% y el 15-25% de todos los casos de cáncer de pulmón, 
respectivamente. El SCLC es muy agresivo y su tratamiento, en la mayoría de los casos, 





terapia adyuvante. Existen varios tipos histológicos dentro del NSCLC, los cuales se 
recogen en las clasificaciones del 2004 y del 2015. (Travis y col., 2004; Travis y col., 
2015). Así, el adenocarcinoma (AD) y el carcinoma de células escamosas (SCC) son los 
dos tipos histológicos principales del NSCLC, que también incluye el carcinoma de 
células grandes como tipo histológico minoritario. 
El AD es el tipo de cáncer de pulmón más común, representando el 40 % de 
todos los casos de cáncer de pulmón, el 60% de casos de NSCLC y más del 70% de los 
tumores reseccionados quirúrgicamente (Lewis y col., 2014; Travis y col., 2015). Este 
tipo histológico tumoral se define como un tumor epitelial maligno que tiene una 
diferenciación glandular o producción de mucina y que muestra patrones acinares, 
papilares, bronquioalveolares o sólidos con crecimiento de mucina, o una combinación 
de estos patrones. En comparación con los restantes tipos de cánceres de pulmón, el AD 
tiene un crecimiento más lento y se localiza, generalmente, en la periferia del pulmón 
(Colby y col., 1995; Fraser y col., 1999; Travis y col., 2015). Su incidencia ha 
aumentado drásticamente en los últimos años, sobrepasando al SCC debido, 
probablemente a la modificación en el hábito del consumo de tabaco en la población y 
al diseño y composición de los cigarrillos que se consumen en la actualidad [National 
Center for Chronic Disease Prevention and Health Promotion (US) Office on Smoking 
and Health 2014]. Aunque muchos de los casos de AD se observan en fumadores, este 
tipo tumoral es el que se desarrolla mayoritariamente en individuos (especialmente 
mujeres) que nunca han fumado (Colby y col., 1995; Stellman y col., 1997; Khuder 
2001).  
El SCC representa el 20% de todos los casos de cáncer de pulmón (Lewis y col., 
2014; Travis y col., 2015). Este tipo histológico tumoral se define como un tumor 
epitelial maligno que muestra queratinización, formación de perlas y/o puentes 
intercelulares que se originan del epitelio bronquial. Estas características varían con el 
grado de diferenciación, siendo muy prominentes en los tumores bien diferenciados a 
ser focales en tumores pobremente diferenciados. Usualmente, el SCC se origina en la 
parte central del pulmón, en las vías respiratorias principales y en los segmentos 
bronquiales, pero en los últimos años, la frecuencia de encontrarse en la periferia 
pulmonar ha aumentado (Funai y col., 2003; Travis y col., 2015). En general, la 
agresividad de este tipo tumoral suele ser más localizada, ya que tiende a afectar 





frecuentes que con el AD ú otros tipos histológicos de cáncer de pulmón. El SCC tiene 
una tasa de supervivencia mucho mayor que la del AD (siendo comparados en una fase 
similar). Alrededor de un 80% de los pacientes con SCC en una fase 1 (T1 N0 M0) 
están vivos a los 5 años tras su diagnóstico, mientras que sólo el 70% de los pacientes 
de AD sobreviven en este periodo. (Travis y col., 2015). 
El tratamiento del NSCLC depende de las características clínicas del paciente y 
principalmente de la fase y estado del tumor. La primera y mejor opción de tratamiento 
es la resección quirúrgica del tumor. Esta opción se realiza principalmente en pacientes 
con un tamaño tumoral adecuado y delimitado (fases tempranas del tumor) y que 
puedan soportar la extirpación tumoral (National Cancer Institute 2017). La terapia 
adyuvante se realiza en fases tumorales más avanzadas. Esta incluye la radioterapia y la 
quimioterapia, cuya elección dependerá igualmente de la fase tumoral y las 
características del paciente. En la radioterapia se aplica usualmente una dosis de 
radiación ionizante (usualmente 60-70 Gy fraccionados) a la zona tumoral con el fin de 
disminuir el tamaño tumoral (Timmerman y col., 2010; National Cancer Institute 2017). 
La quimioterapia consiste en el tratamiento del tumor mediante el uso de fármacos 
antineoplásicos, entre los que destacan los siguientes (Naylor, 2016; Naylor y col., 
2016; National Cancer Institute 2017): 
• Cisplatino (ó Carboplatino). Los platinos son agentes alquilantes que detienen 
el crecimiento tumoral mediante la formación de enlace cruzados con el ADN. 
• Taxanos (Paclitaxel, Docitaxel). Agentes antineoplásicos que actuán sobre los 
microtúbulos celulares, llevando a la muerte celular. 
•  Gemcitabina. Compuesto considerado como un antimetabolito, el cual inhibe la 
síntesis de ácidos nucleicos. 
• Pemetrexed. Es un análogo de folatos, por lo que interrumpe los procesos de 
replicación celular. 
 
En los últimos años, han surgido nuevas terapias que tienen como diana terapéutica 
las mutaciones en las células tumorales. Los genes que sirven de diana para estos 
fármacos incluyen a EGFR, ALK, BRAF, MEK, entre otros.  Así también, recientemente 
han surgido nuevos fármacos que sirven como inmunoterapia, con el fin de regular el 
sistema inmune y así, identificar y atacar a las células tumorales. Las dianas que buscan 
regular estos fármacos incluyen a los receptores PD-1 y CTLA-4  (Naylor, 2016; Naylor 





7. EFECTO DEL CONSUMO DE TABACO EN CÁNCER DE PULMÓN. 
El tabaco es el mayor factor de riesgo prevenible del cáncer de pulmón, ya que provoca 
alrededor del 30% de las muertes totales de cáncer y alrededor del 90% de las muertes 
de cáncer de pulmón (Hecht, 2003; Zon y col., 2009; Tonini y col., 2013). 
Alrededor de 1,3 billones de personas en el mundo (20% de la población) fuma 
algún tipo de tabaco, principalmente cigarrillos (Glynn y col., 2010). En España, 
durante el año 2012 la proporción de fumadores fue del 33,4% en hombres y del 27,2% 
en mujeres, frente al 39,1% y 24,6% respectivamente en el año 2001 (World Health 
Organization 2002, World Health Organization 2015). El tabaco contiene más de 7.000 
compuestos, de los cuales al menos 60 son carcinógenos reconocidos [Rodgman y 
Perfetti 2013; National Center for Chronic Disease Prevention and Health Promotion 
(US) Office on Smoking and Health 2014]. La nicotina es el principal componente del 
tabaco y el responsable de la adicción al mismo, sin embargo, no se le identifica como 
un cancerígeno establecido. No obstante, otros componentes del tabaco, como las 
nitrosaminas 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK) y N-
nitrosonornicotina (NNN), los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs), aminas 
aromáticas, fenoles y aldehídos son los componentes responsables de la inducción y  
formación de aductos de ADN, lo cual llega a causar mutaciones e inestabilidad 
genética (Hecht, 2003). 
Las disfunciones en el gen de supresión tumoral TP53 (usualmente por 
mutaciones puntuales) son comunes en todos los tipos de cáncer de pulmón. Estas 
mutaciones ocurren con gran frecuencia en el SCLC (hasta un 70%), pero en menor 
medida ocurren en el NSCLC (hasta un 50%). Las mutaciones en este gen ocurren en el 
81% de casos del SCC y en el 46% de los casos de AD (Hainaut y Pfeifer, 2016). 
Mutaciones en el oncogen KRAS, son comunes en el AD (alrededor del 30% de los 
casos), mientras que en SCC estas mutaciones son raras (Matikas y col., 2017). Un 84% 
de los casos de SCC tienen mutaciones en el gen EGFR (Receptor del factor de 
crecimiento epidérmico) (Franklin y col., 2002). En los tumores con mutaciones en este 
gen, se pueden utilizar fármacos inhibidores de tirosina quinasa (TKI) como terapia 
dirigida (da Cunha Santos y col., 2011; Naylor y col., 2016). Anteriormente se 
consideraba que las mutaciones en el gen EGFR y en el gen KRAS eran mutuamente 





años se ha debatido que esta exclusión no ocurre como se había descrito anteriormente 
(Lee y col., 2016).  
Los componentes del tabaco, la nicotina y las nitrosaminas NNK y NNN, son 
agonistas nicotínicos. Estos compuestos pueden activar nAChRs y desencadenar  
diversas vías de señalización promotoras del crecimiento tumoral e inhibitorias de 
apoptosis. Así, se ha descrito que estos compuestos pueden inhibir la apoptosis inducida 
por los fármacos antineoplásicos: cisplatino, gemcitabina, paclitaxel y etopósido 
(Tsurutani y col., 2005; Dasgupta y col., 2006a; Zhang y col., 2009; Warren y col., 
2012). También pueden modificar además la farmacocinética y farmacodinámica de los 
antineoplásicos taxanos, gemcitabina y del TKI erlotinib (Hamilton y col., 2006; de 
Graan y col., 2012; O'Malley y col., 2013).  
Dentro de estas vías de señalización activadas por la acción de la nicotina en los 
nAChRs, cabe destacar la vía PI3K/Akt. Esta vía es responsable de muchos de los 
efectos proliferativos y de antiapoptosis inducidos por la nicotina y el NNK, ya que el 
factor de transcripción Akt regula la fosforilación de proteínas proapoptóticas 
(inhibiendo a BAD y BAX) (Jin y col., 2004), proteínas antiapoptóticas (activando a 
Bcl-2) (Heusch y Maneckjee, 1998; Losert y col., 2007) y proliferativas (mTOR y 
MDM2) (Tsurutani y col., 2005; Nakada y col., 2012). Esta vía de señalización también 
aumenta la expresión de proteínas antiapoptóticas (XIAP y survivina) (Dasgupta y col., 
2006a) y la actividad del NF-κB (Tsurutani y col., 2005). La vía de señalización 
JAK/STAT participa también en los efectos proliferativos y antiapoptóticos de la 
nicotina y NNK. Estos componentes provocan la fosforilación del factor de 
transcripción JAK2 y por consiguiente la de STAT3 (Arredondo y col., 2006; Momi y 
col., 2013), por lo que regula la expresión de algunos genes de supervivencia (como el 
oncogen IKBKE) (Guo y col., 2013). La activación de la ruta MAPK (Ras-Raf-MEK-
ERK) por la nicotina y el NNK estimula la proliferación debido al aumento en los 
factores de transcripción de supervivencia y de antiapoptosis Fos, Jun y Myc 
(Codignola y col., 1994; Jull y col., 2001; Jin y col., 2004). Esta misma ruta puede 
aumentar la migración en un gran número de tipos celulares debida al aumento de 
marcadores mesenquimales como la fibronectina y HIF-1α, así como por la disminución 
de marcadores epiteliales como E-cadherina (Martinelli y col., 2017). Así también se ha 
descrito que esta vía de señalización lleva a la sobrexpresión del factor STAT3 antes 





Se ha observado también que la vía de señalización de la tirosina quinasa Src, 
activada a través del reclutamiento de la proteína β-arrestina al nAChR, produce un 
aumento en la proliferación en células tumorales ya que a través de la fosforilación del 
factor Src, se llega a activar las vías de señalización PI3K/Akt, MAPK y JAK/STAT, 
entre otras (Dasgupta y col., 2006b; Pillai y col., 2015). Además de todas estas vías de 
señalización, la nicotina y el NNK, tras activar a los nAChRs, provocan la liberación de 
diversos compuestos, que actuando sobre sus propios receptores, permiten exacerbar el 
efecto proliferativo inicial. Dentro de estos compuestos se encuentran la adrenalina y 
noradrenalina (actuando sobre los receptores β-adrenérgicos) (Al-Wadei y col., 2012a), 
VEGF (actuando sobre su receptor VEGFR) (Heeschen y col., 2002) y el EGF 
(actuando sobre el receptor EGFR) (Schuller, 2007; Singh y col., 2011; Pillai y col., 
2011). En la Figura 8 se muestra un esquema representando estas vías de señalización y 






Figura 8.  Principales vías de señalización implicadas en la proliferación, migración, angiogénesis e inhibición 
de la apoptosis mediada por la activación de nAChRs por nicotina en células tumorales de pulmón. Imagen 









Muchas de las vías de señalización antes mencionadas son activadas por el α7 
nAChR (especialmente el reclutamiento de la β-arrestina y activación de la vía Src). 
Así, se ha descrito que la activación del α7 nAChR a través de la nicotina y la 
nitrosamina NNK tiene importantes efectos en la proliferación, migración, invasión y en 
la inhibición de apoptosis en líneas celulares de cáncer de pulmón (Jull y col., 2001, 
Dasgupta y col., 2006b; Egleton y col., 2008; Dasgupta y col., 2009; Davis y col., 2009; 
Pillai y Chellappan, 2012; Cardinale y col., 2012; Nakada y col., 2012; Brown y col., 
2013), nasofaríngeo (Shi y col., 2012), páncreas (Dasgupta y col., 2009; Al-Wadei y 
col., 2012c), colon (Wong y col., 2007; Cucina y col., 2012) y gástrico (Shin y col., 
2004; Shin y col., 2008; Lien y col., 2011; Wang y col., 2012).  
Se ha demostrado que el silenciamiento del α7 nAChR, ó su bloqueo por medio 
de antagonistas específicos de este receptor, previene el aumento en la proliferación, 
migración y angiogénesis debidas a la nicotina ó al NNK (Cattaneo y col., 1993; 
Codignola y col., 1994; Jull y col., 2001; Zhu y col., 2003; Dasgupta y col., 2006b; Xu 
y Deng, 2006; Zheng y col., 2007, Davis y col., 2009; Lien y col., 2011; Wang y col., 
2012; Shen y col., 2012; Pillai y col., 2015; Zhang y col., 2016). 
Así, el α7 nAChR es el subtipo de receptor nicotínico con el mayor potencial 
protumorogénico en muchos tipos tumorales, mientras que el receptor α4β2 es el 
receptor que inhibe el crecimiento tumoral (modulando la liberación del 
neurotransmisor GABA) (Schuller, 2009; Al-Wadei y col., 2012b). En condiciones 
normales, la nicotina tiende a unirse con mayor afinidad al α4β2 nAChR, sin embargo 
en fumadores crónicos, este receptor se desensibiliza mientras que la sensibilidad del α7 
nAChR no se modifica, por lo que la exposición crónica de nicotina tiende a promover 
los efectos estimulantes del α7 nAChR (Lindstrom y col., 1996; Kawai y Berg, 2001). 
La afinidad de la nitrosamina NNK por el α7 nAChR es 1.300 veces mayor que la de la 
nicotina, por lo que este compuesto puede tener los mismos efectos que la nicotina a 
concentraciones mucho menores (Schuller y Orloff, 1998).   
Aunque el α7 nAChR es el receptor que más se ha implicado en los procesos 
tumorales del cáncer de pulmón, se ha descrito también las propiedades 
protumorogénicas de otros nAChRs en otros tipos tumorales. Así, se ha asociado que la 
activación del α9 nAChR homomérico por nicotina en el cáncer de mama tiene 
importantes efectos en la proliferación y migración de este tipo tumoral (Lee y col., 





potente modulador protumoral en el cáncer gástrico (Jia y col., 2016). Así también, este 
último receptor también ha sido estudiado en el cáncer de pulmón pero su función en 
estas células no está del todo esclarecida, ya que algunos estudios le asignan un papel 
protumorogénico (Ma y col., 2014) y otros un papel antitumoral (Krais y col., 2011). De 
hecho, estudios epidemiológicos han observado que variaciones genéticas en los genes 
para las subunidades nicotínicas α3, α5 y β4  (CHRNA3, CHRNA5 y CHRNB4), 
localizados en la región 15q24-25.1, se han asociado con un mayor riesgo a la adicción 
al tabaco y al cáncer de pulmón (Bierut y col., 2008; Improgo y col., 2010).  
De lo anteriormente expuesto se deduce que, los receptores nicotínicos 
(especialmente el α7 nAChR) tienen un papel importante en el desarrollo y progresión 
de diferentes tipos de cáncer. Por lo tanto, el estudio de su papel funcional y posible 








8. IDENTIFICACIÓN DEL DUPLICADO PARCIAL DEL α7 nAChR. 
En el año 1998, Gault y colaboradores identificaron en el cromosoma 15, 
específicamente en la región 15q13.2, un gen similar al gen CHRNA7 del α7 nAChR. 
Este nuevo gen, denominado CHRFAM7A, se localiza a 1,6 Mb hacia el centrómero del 
gen CHRNA7 y cuenta con los exones 5-10 de este último gen, pero carece de los 
exones 1-4 del mismo. En su lugar cuenta con los exones E-A del elemento genético 
FAM7A, el cual se encuentra duplicado hasta 4 veces dentro del cromosoma 15. Este 
elemento FAM7A se compone de duplicaciones de los exones A, B, C y E del gen 
ULK4 (cromosoma 3p22.1), y de los exones D, F y G del gen GOLGA8B (localizado a 
2,5 Mb 3´ del CHRNA7).  El gen híbrido CHRFAM7A se dispone en sentido inverso con 
respecto al CHRNA7 (Gault y col., 1998). La Figura 9 muestra la localización y 










Figura 9. Representación de la localización y organización de los genes CHRNA7 y CHRFAM7A en el 
cromosoma 15. Imagen modificada de (Sinkus y col., 2015). 
 
La formación de este gen híbrido es relativamente nueva fitogenéticamente, y es 
exclusiva a la especie humana, ya que no se ha detectado su presencia en roedores ni en 
otros mamíferos superiores (Locke y col., 2005). Los exones 5-10, los intrones y la 
región 3´-UTR del gen CHRFAM7A tienen una similitud superior al 99% con el gen 
CHRNA7. Existe variación interindividual en el número de copias de este gen. La 
mayoría de la población tiene dos copias del gen, mientras que el 20% tiene una sola 
copia y sólo el 1% de la población no cuenta con el gen. Las variaciones del CHRNA7 
son menores, puesto que la mayoría de las personas presentan ambas copias (Sinkus y 
col., 2015). 
El transcrito del CHRFAM7A, conocido como dupα7, se ha localizado en células 
del sistema nervioso central, inmunes, epiteliales y del sistema gastrointestinal (Villiger 
y col., 2002; Perl y col., 2006; Severance y Yolken, 2008; van Maanen y col., 2009; de 
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col., 2015; Dang y col., 2015; Baird y col., 2016; Ramos y col., 2016). Debido a que 
este gen, sólo cuenta con los exones 5-10 originales del gen CHRNA7, este transcrito 
mantiene todos los elementos responsables de la formación del poro iónico pero carece 


































Figura 10. Representación de la similitud entre los transcritos y proteínas de los genes CHRNA7 y 
CHRFAM7A. A) Homologías y diferencias entre los exones de ambos genes y sus correspondientes transcritos (α7 y 
dupα7). B) La subunidad α7 normal con sus sitios de glicosilación y péptido señal intactos. C) Subunidad proveniente 





En el exón 6 del gen CHRFAM7A se identificó una deleción de 2 pb, la cual al 
ser traducida a proteína daría una secuencia aún más pequeña que la secuencia normal 
del dupα7. Esto ocurre porque el codón de inicio de este transcrito empieza en un 
segmento más abajo del dupα7 original, por lo que no cuenta con aminoácidos de la 
secuencia de FAM y sólo 20 aa del α7 original, por lo que su secuencia sería similar a 
una subunidad α7 truncada. Este gen mutado, llamado CHRFAM7AΔ2bp, está a su vez, 
en un sentido inverso frente al CHRFAM7A, por lo que tiene la misma orientación que 
el CHRNA7.  El transcrito de este gen mutado se conoce como dupΔα7 (Gault y col., 
1998). Este gen CHRFAM7AΔ2bp, esta fuertemente asociado a esquizofrenia e 
inversamente a la epilepsia general idiopática, sugiriendo que esta mutación puede 
contribuir al deterioro cognitivo en estos pacientes (Flomen y col., 2006; Sinkus y col., 
2009). 
 En el año 2011, nuestro grupo identificó el papel funcional del dupα7 (de Lucas-
Cerrillo y col., 2011), hallazgo que otros han confirmado (Araud y col., 2011). El dupα7 
se comporta como un modulador endógeno negativo del α7 nAChR. En nuestro estudio,  
inyectamos una concentracón estable del α7 y concentraciones crecientes del dupα7 
ARNm en un modelo heterologo de Xenopus laevis y observamos que al aumentar la 
concentración del dupα7, disminuía la corriente del α7 nAChR inducida por nicotina. 












Figura 11. La presencia del dupα7 en ovocitos de Xenopus laevis tiene un efecto de modulación negativa sobre 
las corrientes del α7 nAChR inducidas por nicotina. A) Picos de corriente originales del α7 nAChR con 
concentraciones crecientes del dupα7. B) Gráfico representando la amplitud de corriente normalizada del α7 nAChR 
en los distintos grupos de ovocitos con concentraciones crecientes del dupα7. Imagen modificada de (de Lucas 











































Tras nosotros, Araud y colaboradores obtuvieron resultados similares pero ellos 
además observaron que el transcrito dupΔα7, con la deleción de 2pb en el exón 6, 
inhibía con mayor potencia la corriente del α7 nAChR inducida por acetilcolina (Araud 
y col., 2011).  
En el año 2014, nuestro grupo demostró la colocalización del dupα7 con la 
subunidad α7 en membrana de células GH4-C1 mediante la técnica de microscopía 
confocal FRET (del inglés Förster resonance energy transfer) (Maldifassi 2014). En la 













Figura 12. Interacción física entre el dupα7 y la subunidad α7 en la membrana celular analizada por FRET 
por la técnica de fotoblanqueo. A) Imagen representativa de una célula cotransfectada con α7-GFP y dupα7-Cherry 
en la proporción 1:0,5. B)  Imagen representativa de una célula doblemente transfectada con ambas construcciones en 




En dicho trabajo se confirmó además el papel funcional de modulación negativa 
del dupα7 sobre el α7 nAChR en macrófagos murinos, en los que encontramos que la 
sobreexpresión del dupα7 inhibió la modulación de la respuesta inflamatoria por parte 
del α7 nAChR, con una disminución de la translocación al núcleo del NF-κB y por 
tanto, una disminución en la secreción de la citoquina proinflamatoria TNF-α. Estos 
























Figura 13. La expresión de dupα7 revierte parcialmente el efecto antiinflamatorio de nicotina a nivel de NF-kB 
y de la producción de TNF-α en células RAW264.7. A) Las células fueron transfectadas con el gen reportero 
luciferasa con la secuencia para reconocer al NF-κB y algunas con el vector dupα7-myc. Tras 24 horas, se realizó el 
ensayo reportero de luciferasa en células pre-tratadas o no con nicotina antes y durante el estímulo de LPS. Las 
células fueron nucleofectadas con el vector-myc vacío (B) o con dupα7-myc (C), e incubadas con LPS, con o sin pre-
tratamiento con nicotina. Posteriormente, utilizando técnicas de ELISA, se determinó en el sobrenadante celular la 
liberación de TNF-α generada por las distintas condiciones experimentales. Imagen tomada de (Maldifassi 2014). 
 
Tras nuestros resultados, en ese mismo año, Wang y colaboradores confirmaron 
que la coexpresión de dupα7 y la subunidad α7 colocalizan en la membrana de las 
células Neuro2a, sin embargo, ellos afirman que el dupα7 (ó el fragmento dupΔα7) 
junto a la subunidad α7 forman receptores heteroméricos funcionales con respuestas 
alteradas a colina y vareniclina, además de confirmar que el dupα7 puede interactuar 
con las subunidades nicotínicas α3 y α4 (Wang y col., 2014). 
Recientemente, diversos grupos han estudiado los niveles de expresión del 
dupα7 ARNm en una gran variedad de tejidos, tales como en el cerebro de pacientes 
con SIDA (Ramos y col., 2016), y de diversos trastornos neurológicos y psiquiátricos 
(esquizofrenia, trastorno bipolar y depresión) (Kunii y col., 2015), así como en biopsias 
de pacientes con colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn y cáncer de colon (Baird y col., 





















nicotina [10 µM]           - + - +          +                       
LPS (100 ng/ml)          - - +         +          +          













































abordan el papel funcional del dupα7, muestran que existe una relación inversa entre la 
expresión del dupα7 y el α7 ARNm en esta gran variedad de situaciones, lo que sugiere 
























El α7 nAChR es de suma importancia para múltiples procesos fisiológicos y 
patológicos. Se ha descrito que este receptor puede modular diversas funciones en  
enfermedades neuronales, inflamatorias y neoplásicas. Así, se ha observado que la 
activación de este receptor en células inmunes (dentro de la vía colinérgica 
antiinflamatoria) conlleva a una disminución en la producción de mediadores 
inflamatorios por estas células, mientras que en enfermedades neoplásicas, su activación 
conlleva a una potencicación en las propiedades tumorogénicas de las células tumorales. 
El duplicado parcial del α7 nAChR, dupα7, tiene un papel dominante negativo de la 
actividad de este receptor en macrófagos murinos y en un modelo heterólogo de 
Xenopus laevis. Sin embargo, su función en enfermedad neoplásica no ha sido 
identificada aún, ni tampoco su función in vivo en una enfermedad con un componente 
inflamatorio importante como la sepsis. 
 
En este contexto, en este trabajo de Tesis Doctoral nos planteamos los siguientes 
OBJETIVOS: 
1. Realizar un estudio piloto en pacientes sépticos para evaluar si el nivel de 
expresión del α7 ARNm, determinado en células mononucleares de sangre 
periférica (CMSP), se correlaciona con el nivel de inflamación del paciente y 
con la evolución de la enfermedad.  
2. Determinar, en las CMSP de los anteriores pacientes, si el nivel de expresión del 
dupα7 ARNm se correlaciona con los niveles de expresión del α7 ARNm, con el 
estado inflamatorio del paciente y con el progreso de la enfermedad. 
3. Preparar líneas celulares humanas de NSCLC (A549 y SK-MES-1) con 
sobreexpresión estable de dupα7. 
4. Analizar in vitro si la sobreexpresión de dupα7 en las anteriores líneas regula 
negativamente la actividad tumorogénica mediada por el  α7 nAChR. 
5. Evaluar in vivo  el efecto de la sobreexpresión de dupα7 sobre el desarrollo 
tumoral en células A549 inyectadas en los flancos de ratones inmunodeficientes. 
6. Evaluar el nivel de expresión de los mensajeros de α7 y dupα7 en biopsias 
pulmonares tumorales y no tumorales (pareadas) de pacientes con NSCLC para 
analizar si cambios de expresión de los anteriores mensajeros en la muestra 
tumoral respecto a la no tumoral pueden explicar la elevada asociación de estos 

































1. SOLUCIONES, REACTIVOS, MEDIOS DE CULTIVO, KITS 
COMERCIALES Y ANTICUERPOS EMPLEADOS. 
1.1	  Soluciones.	  
• PBS: NaCl 136 mM; KCl 2 mM; Na2HPO4 8 mM; KH2PO4 2 mM; pH=7,4. 
• Tampón lisis: NP-40 1%; NaCl 150 mM; Tris-HCl 50 mM; EDTA 1 mM; pH=8; 
1% inhibidores de proteasas, ortovanadato sódico 1 mM, fluoruro sódico 7 mM, 
beta-glicerolfosfato 5 mM. 
•  Tampón de electroforesis: Tris-HCl 2,5 mM; glicina 19,2 mM; SDS 0,1%; 
pH=8,3. 
• Tampón de transferencia: Tris-base 2,5 mM; glicina 19,2 mM; metanol 20%; 
pH=8,3. 
• TBS: Tris-HCl 20 mM; NaCl 136,8 mM; pH=7,4. 
• TTBS: Tris-HCl 20 mM; NaCl 136,8 mM; Tween-20 0,1%; pH=7,4. 
1.2	  Medios	  de	  Cultivo.	  
• Medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen). 
• Medio de cultivo MEM (Sigma). 
• Medio de cultivo OptiMeM (Gibco, Invitrogen). 
1.3	  Kits	  comerciales.	  
• Click-iT EdU Alexa Fluor 647 (Molecular Probes). 
• Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). 
• ECL Select Western Blotting Detection Reagent (Amersham, GE Healthcare). 
• RNEasy Mini Kit (Qiagen). 
• QIAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen). 
• Taqman Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems). 
• iTaq Universal SYBR Green Supermix (BioRad). 
• Quantikine ELISA Kit (R&D Systems, MN, USA). 
• C-Reactive Protein ELISA Kit (Cell Biolabs, Inc, CA, USA). 
• Serum Amyloid A Human ELISA Kit (Abcam Inc, MA, USA). 
• EnVision FLEX System (Dako). 





• Antibiótico de Selección G418 (Sigma). 
• DAPI (Life Technologies). 
• Lipofectamina 2000 (Invitrogen). 
• Matrigel (Corning).  
• Nicotina (Sigma). 
• NNK. 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (Toronto Research 
Chemicals). 
• Paraformaldehido (PFA) (Sigma). 
• Poli-L-Lisina (Sigma). 
• Prolong Gold Antifade Mountant (Life Techonlogies). 
• Tritón X-100 (Sigma). 
1.5	  Anticuerpos.	  
• Anticuerpo primario monoclonal c-myc (11667145001, Roche). 
• Anticuerpo primario monoclonal Vimentina (sc-32322, Santa Cruz 
Biotechnology). 
• Anticuerpo primario monoclonal Fibronectina (sc-18825, Santa Cruz 
Biotechnology). 
• Anticuerpo primario monoclonal Actina (sc-1615, Santa Cruz Biotechnology). 
• Anticuerpo primario monoclonal Ki67 (M7240, Dako). 
• Anticuerpo primario policlonal VEGF (sc-152, Santa Cruz Biotechnology). 
• Anticuerpo secundario anti-ratón conjugado con Alexa Fluor 488 (R37120, 
Invitrogen). 
• Anticuerpo secundario anti-ratón conjugado con HRP (sc-2005, Santa Cruz 
Biotechnology). 
• Anticuerpo secundario anti-cabra conjugado con HRP (sc-2033, Santa Cruz 
Biotechnology). 
• Anticuerpo secundario policlonal anti mouse y conejo conjugado con HRP 
(P0448, Dako). 




2. LÍNEAS CELULARES.  
En este trabajo de investigación se utilizaron las líneas celulares A549 (ATCC CCL-
185) y SK-MES-1 (ATCC HTB-58). La línea celular A549 proviene de un 
adenocarcinoma pulmonar humano, y fue donada a nuestro laboratorio gracias al Dr. 
Jaime Renart. La línea celular SK-MES-1 proviene de un carcinoma escamoso 
pulmonar humano y fue adquirida a través de la empresa ATCC. Las células A549 
fueron mantenidas en el medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen) suplementado 
con 10% SFB (Gibco, Invitrogen), 1% GlutaMAX (Gibco, Invitrogen) y 1X 
Pencilina/Estreptomicina (Sigma). Las células SK-MES-1 fueron mantenidas en el 
medio MEM (Sigma), suplementado con 10% SFB (Gibco, Invitrogen), 1% Glutamina 
(Sigma) , 1% piruvato sódico (Sigma) y 1X Pencilina/Estreptomicina (Sigma). Ambas 
líneas celulares se mantuvieron a una temperatura de 37oC y a una atmósfera al 5% CO2 
y con humedad. 
3. PREPARACIÓN Y SELECCIÓN DE LAS CÉLULAS A549 Y SK-MES-1 
SOBREEXPRESANTES DE Dupα7. 
3.1	  Transfección	  estable	  de	  las	  células	  A549	  y	  SK-­‐MES-­‐1	  con	  dupα7.	  
El día anterior a la transfección, se sembraron las células A549 y SK-MES-1 a una 
densidad de 300.000 y 500.000 células respectivamente en placas de 60 mm. Se utilizó 
el reactivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen) para transfectar las células con el plásmido 
pcDNA3.1myc-dupα7-His. Brevemente, se mezcló el medio OptiMeM (Invitrogen) y el 
volumen correspondiente a 8 µg del plásmido. Además, se mezcló también el medio 
OptiMeM y la Lipofectamina 2000 para obtener un ratio 1:2,5 con el plásmido. Tras 
mezclar estas soluciones, se incubó esta mezcla con las células por un período de 4-6 
horas. Transcurrido dicho período, el medio fue sustituido por medio de cultivo fresco 
en el que se mantuvieron las células por un período adicional de 48 horas. Tras este 
tiempo, las células fueron tripsinizadas, resembradas en una placa nueva a una dilución 
1:20 e incubadas con el antibiótico de selección G418 (600 µg/mL)(Sigma) con el fin de 
obtener solamente aquellas colonias que hayan insertado el plásmido. Tras 2 semanas de 
incubación con el antibiótico de selección, se procedió a despegar las colonias y 
expandirlas con el fin de resembrar para la obtención del ARNm y la observación al 
microscopio confocal. 




3.2	  Inmunocitoquímica	  de	  selección	  de	  las	  colonias.	  
Las células A549 y SK-MES-1 control y sus respectivas colonias fueron sembradas 
sobre cubreobjetos pretratados con poli-L-lisina (Sigma) en una placa de 24 pocillos. 
Tras alcanzar una confluencia del 70-80%, fueron lavadas con PBS y fijadas con 
paraformaldehído (PFA) al 4% durante 15 minutos. Después de esto, se procedió a 
permeabilizar las células con Tritón X-100 (Sigma) al 0,2% durante 20 minutos. Tras la 
permeabilización, se lavaron las células y se incubaron con el anticuerpo primario anti-
myc (Roche), a una dilución 1:200 durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de 
la incubación, se lavaron las células y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-
ratón conjugado con la sonda fluorescente Alexa Fluor 488 (Invitrogen) a una dilución 
1:400 durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras el inmunomarcaje, los cubreobjetos 
fueron montados sobre portaobjetos utilizando el medio de montaje Prolong Gold 
Antifade Mountant (Life Technologies). Las muestras fueron visualizadas en el 
microscopio confocal Leica TCS SP5 (Servicios Centrales de Microscopía Óptica y 
Confocal, UAM) y las imágenes tomadas con el programa Confocal Leica. 
4. POBLACIÓN DE ESTUDIO EN LOS PACIENTES SÉPTICOS. 
Este estudio fue realizado en el servicio de Medicina Interna del Hospital Universitario 
La Paz y fue diseñado de acuerdo a los principios éticos para la investigación médica en 
humanos (Declaración de Helsinki, 2008) y fue aprobado por el Comité Ético de 
Investigación Clínica del mismo instituto. Todos los participantes firmaron el 
consentimiento informado antes de su participación.  El grupo de estudio consistió en 
33 pacientes no fumadores caucásicos (13 hombres y 20 mujeres; con un rango de edad 
de 38-80 años [media {±SD}, 60,3 ± 12,7 años]) que fueron admitidos al pabellón de 
Marzo a Octubre del 2012 y que cumplieron los criterios de diagnóstico de sepsis de 
acuerdo a las guías internacionales de la campaña de supervivencia de sepsis (Levy y 
col., 2003). La gravedad de la enfermedad fue evaluada usando el índice APACHE (del 
inglés Acute Physiology and Chronich Health Evaluation) en el mismo día de su 
diagnóstico. Los criterios de exclusión para los pacientes sépticos fueron: 1) 
Enfermedades malignas y trastornos inflamatorios o infecciosos activos crónicos o 
agudos; 2) insuficiencia cardíaca descompensada, fibrilación atrial ó arritmias cardíacas 
frecuentes durante los últimos 30 días; 3) enfermedad pulmonar obstructiva crónica 
(VEF1 < 60%); 4) tratamiento con inmunosupresores, bloqueantes beta adrenérgicos y 




bloqueantes de canales de calcio durante el mes previo al estudio; 5) diabetes mal 
controlada, fallo renal (creatinina plasmática >200 mmol/L) o hepático (niveles séricos 
de AST ó ALT > 100 UI/L, tiempo de protrombina <60%, niveles totales de bilirrubina 
>60 mmol/L) y 6) Edad >80 años. 
El estudio incluyó además dos grupos adicionales de voluntarios sanos 
caucásicos: 1) Grupo control, conformado por 33 voluntarios no fumadores (14 
hombres, 19 mujeres; rango de edad de 35-78 años [media {±SD}, 58,3 ± 11,6]) y que 
no hayan ingerido ningún medicamento al mes anterior al alistamiento. 2) Grupo de 
grandes fumadores (> 1 cajetilla/día), conformado por 11 voluntarios sanos (4 hombres, 
7 mujeres; rango de edad de 34-58 años) [media {±SD}, 43,9 ± 10,2]). Una primera 
muestra de sangre (15 mL) fue tomada de los pacientes dentro de las primeras 24 horas 
tras su diagnóstico de sepsis, y también de los voluntarios sanos tras su inclusión en el 
estudio. Adicionalmente, una segunda muestra fue tomada de los pacientes 
sobrevivientes en el día de haber sido dado de alta y para algunos pacientes se les tomó 
dentro de las 24 horas después de haber sido transferidos a la Unidad de Cuidados 
Intensivos (UCI) tras el empeoramiento  de su condición clínica.  
5. SELECCIÓN DE LAS MUESTRAS DE BIOPSIAS DE PULMÓN. 
Biopsias de pulmón de 78 pacientes diagnosticados con NSCLC (40 de carcinoma 
escamoso y 38 de adenocarcinoma) fueron obtenidas del BioBanco del Instituto de 
Investigación Hospital Universitario La Paz (IdiPAZ), Madrid. Los pacientes fueron 
sometidos a resección tumoral y disección de los ganglios linfáticos entre Enero 2007 y 
Junio 2010. Los ejemplares de la biopsias pulmonares tumorales y sanas de cada 
paciente fueron obtenidas del centro del tumor y de un área distal no infiltrada del 
pulmón, respectivamente (156 muestras totales). Tras la colección de la muestras, estas 
fueron congeladas a – 80oC y categorizadas de acuerdo a la información clínica del 
Biobanco. La caracterización histológica de NSCLC se basó en la clasificación de 
tumores de pulmón de la OMS. La última fecha de seguimiento de los pacientes se 
realizó hasta Julio del 2015. El análisis de estratificación reveló la siguiente 
distribución: 18 casos estuvieron en una fase IA, 29 en fase IB, 16 en fase IIA y 13 en 
fase IIB, de acuerdo a la clasificación antes mencionada. Este estudio fue aprobado por 
el Comité Ético de Investigación Clínica del Hospital Universitario La Paz, Madrid. 
Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado en el que autorizaban el uso 




de su muestra para la investigación biomédica. El SCC fue clasificado como 
pobremente diferenciado cuando los puentes intercelulares y queratinización fue 
observada en menos del 25% del tumor, mientras que si estos cambios morfológicos 
eran superiores al 25% el tumor se consideró bien diferenciado. El AD fue clasificado 
como pobre o bien diferenciado de acuerdo a la presencia de estructuras glandulares en 
menos o mas del 25% del tumor, respectivamente. La tasa de supervivencia a los 5 años 
fue definida como el porcentaje de pacientes supervivientes tras 5 años de su cirugía de 
resección. La supervivencia libre de enfermedad fue definida como la mediana del 
tiempo (meses) entre la cirugía y la recurrencia del cáncer de pulmón. El intervalo entre 
las revisiones de seguimiento fue de 3 meses en los primeros 2 años y de 4 meses en los 
siguientes 3 años.   
6. CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA EN LAS 
DISTINTAS MUESTRAS. 
6.1	  Extracción	  de	  ARN.	  
El ARN fue extraído de las líneas celulares (A549 y SK-MES-1) ó del tejido congelado 
de biopsias de pulmón usando el kit RNEasy Mini Kit (Qiagen) y de las muestras 
sanguíneas de controles sanos y de pacientes sépticos usando el kit QIAamp RNA 
Blood Mini Kit (Qiagen). En ambos casos, se siguió las instrucciones del comerciante 
para obtener la mayor cantidad posible de ARN. 
6.2	  Transcripción	  Reversa	  (RT).	  
La síntesis del ADN complementario (ADNc) se realizó usando el kit Taqman Reverse 
Transcription Reagents (Applied Biosystems) usando 300 ng de ARN en el caso de las 
muestras de pacientes sépticos y muestras de biopsias de pulmón y a partir de 1 µg de 
ARN de las líneas celulares. Se realizó la reacción en un volumen final de 20 µL 
siguiendo las instrucciones del comerciante. 
6.3	  Reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  (PCR)	  cuantitativa.	  
La cuantificación del ARN mensajero (ARNm) de la subunidad α7 y del dupα7 se 
realizó mediante la técnica de PCR cuantitativa. Esta se realizó usando el reactivo iTaq 
Universal SYBR Green Supermix (BioRad), los cebadores respectivos para cada 
fragmento (incluidos en la Tabla 3) y el ADNc proveniente de la RT. Se utilizó el 




equipo 7500 Fast Real Time PCR System. La PCR consistió en un primer paso de 10 
minutos a 95oC de activación de la Polimerasa Taq, tras el cual siguieron 40 ciclos de 
un primer paso a 95oC durante 15 segundos para la desnaturalización de la cadena de 
ADN y un segundo paso a 60oC durante 1 minuto para la hibridación de los cebadores y 
la extensión de la cadena de ADN por la Polimerasa Taq. Tras los ciclos de 
amplificación, el equipo realizó la curva de “melting” la cual permitió confirmar que los 
cebadores amplificaron un sólo fragmento. El número de copias absoluto del ARNm de 
α7 y dupα7, expresados en las muestras sanguíneas de pacientes sépticos y muestras 
pareadas (sanas y tumorales) de pulmón, fue determinado usando curvas estándar de 6 
puntos preparadas con los plásmidos pcDNA3.1α7 y pcDNA3.1dupα7-myc-His a 
concentraciones conocidas.  La siguiente fórmula fue utilizada con el fin de obtener este 
parámetro: número de copias = (cantidad * 6,022x1023)/(tamaño*1x109*650) 
(http:/cels.uri.edu/gsc/cndna.html). 
En las líneas celulares (A549 y SK-MES-1) y en las muestras de biopsias de 
pulmón se utilizó el gen de referencia Esterasa D (ESD); los genes β-2-Microglobulina 
(β2M) y  Ubiquitina C (UBC) se utilizaron para las muestras sanguíneas de controles 
sanos y pacientes sépticos. Estos genes de referencia fueron utilizados ya que en la 
bibliografía fueron evaluados como de los mejores genes de referencia y con menor 
variación en este tipo de muestras (Vandesompele y col., 2002; Saviozzi y col., 2006; 
Gresner y col., 2009). Con ayuda de los genes de referencia mencionados, se obtuvo el 
valor normalizado de α7 y dupα7 usando el método 2-ΔΔCt. Para las muestras de 
pacientes sépticos y controles sanos, se utilizó una mezcla de 10 muestras de controles 
sanos, la cual funcionó como nuestro calibrador en todas las cuantificaciones (a la cual 
se le asignó el valor 1). En las muestras de biopsias de pulmón, la muestra calibradora 
fue la propia muestra sana frente a su muestra tumoral correspondiente. La Tabla 3 
representa todas las parejas de cebadores utilizadas en nuestro estudio. 
	   	  




Tabla	  3.	  Lista	  de	  cebadores	  utilizados	  para	  el	  ensayo	  de	  PCR	  cuantitativa 
Gen amplificado Secuencia (5’-3’) Tamaño fragmento 
CHRNA7 GCTGCAAATGTCTTGGACAGAT AACAGTCTTCACCCCTGGATAT 70 
CHRFAM7A CAATTGCTAATCCAGCATTTGTGG CCCAGAAGAATTCACCAACACG 102 
β2M TGCCTGCCGTGTGAACCATGT TGCGGCATCTTCAAACCTCCATGA 97 
UBC GTTCCGTCGCAGCCGGGATT TGCATTGTCAAGTGACGATCACAGC 71 
ESD GCCACCGTAGAATCGCCTAC CCCAAAGCACTTGTTGCTGG 104 
Secuencia de los cebadores utilizados para amplificar al ARNm de los diversos genes de referencia (β2M, UBC y 
ESD), la subunidad nicotínica α7 (CHRNA7) y de su duplicado parcial dupα7 (CHRFAM7A). 
 
7. MEDICIÓN DE CITOQUINAS Y PROTEÍNAS REACTANTES DE 
FASE AGUDA. 
Los niveles séricos de las citoquinas de pacientes sépticos fueron medidos usando el 
Quantikine ELISA Kit (R&D Systems). La proteína C reactiva (CRP) y la proteína 
sérica amiloide A (SAA) fueron cuantificadas usando los kits de ELISA humanos 
respectivos (Cell Biolabs y Abcam, respectivamente) de acuerdo a las instrucciones del 
comerciante. Los niveles de fibrinógeno plasmático fueron determinados por el método 
coagulométrico de Clauss modificado (Clauss 1957) usando un fibrómetro BBL 
semiautomatizado (BD Diagnostic Systems). 
 
8. ANÁLISIS DE LA VARIABILIDAD DE FRECUENCIA CARDÍACA 
(HRV). 
La función cardíaca autónoma fue evaluada por los dominios de tiempo y frecuencia del 
análisis HRV de un ECG de 15 minutos, siguiendo los estándares internacionales. El 
ECG fue realizado dentro de las primeras 12 horas del diagnóstico de sepsis. Las 
señales de salida del ECG fueron digitalizadas a 1000 Hz por un convertidor A/D (MPI 
150WSW, Starter System for Desktop and Notebook Pcs, BIOPAC Systems, Inc). Los 
últimos 512 intervalos estacionarios R-R fueron usados para calcular la raíz cuadrada de 
la media de las diferencias al cuadrado de los intervalos sucesivos R-R (RMSSD); este 
valor, en milisegundos, refleja a todos los componentes cíclicos responsables de la 
variabilidad. Los datos de ocho pacientes fueron descartados: cinco pacientes tuvieron 




latidos ectópicos y tres hipocalemia. Las señales digitalizadas del ECG se usaron para 
medir los intervalos R-R sucesivos usando el software de detección de la onda R 
(Matlab 6.5, Math Works Inc) de acuerdo a estándares internacionales (Anon 1996). El 
poder de la densidad espectral fue calculado usando un algoritmo de transformación 
rápida de Fourier (Mathcad 11, Mathsoft Inc). El área total bajo la curva corresponde al 
HRV global y fue calculado al integrar todas las bandas espectrales desde 0,02 a 0,4 Hz. 
El área bajo la curva de los picos espectrales dentro de los rangos de 0,01 a 0,04; 0,04 a 
0,15; 0,15 a 0,4 y de 0,01 a 0,4 fueron definidos como el componente de muy baja 
frecuencia (VLF), componente de baja frecuencia (LF), componente de fluctuación de 
alta frecuencia (HF), y el poder total (TP), respectivamente. El componente de muy baja 
frecuencia (VLF) no fue considerado, ya que refleja la modulación del eje renina-
angiotensina-aldosterona al corazón (Stein y Kleiger, 1999; Nunan y col., 2010). La 
regulación vagal del corazón es un gran contribuidor a la fluctuación del RMSSD y HF, 
mientras que la fluctuación del LF es modulada por actividades tanto vagal como 
simpáticas. El ratio LF/HF se usa como un índice del balance vagal-simpático en el 
corazón (Stein y Kleiger, 1999; Nunan y col., 2010). Los componentes HF y LF pueden 
ser expresados en milisegundos o en unidades normalizadas (nHF = HF/TP; nLF = 
LF/TP), como fue el caso en nuestro estudio.  
 
9. ENSAYOS DE TUMOROGENICIDAD IN VITRO.  
9.1	  Ensayo	  de	  Migración	  por	  Transwell.	  
Se sembraron 50.000 células (A549 y SK-MES-1, control y colonias) en la parte 
superior de una membrana Transwell (Corning) en 100 µL de medio sin suero, medio 
con nicotina (1 µM) y medio con NNK (100 nM). En la parte inferior de la membrana 
se añadió medio al 10% de SFB, el cual actuó como quimioatrayente. Tras 24 horas de 
migración, se lavaron las membranas con PBS 2 veces y las células se fijaron con 
Metanol puro durante 20 segundos. Posteriormente, las membranas fueron lavadas con 
PBS y se tiñeron con DAPI (1:4.000) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se 
repitió el paso de lavado y se pasó un bastoncillo por encima de la membrana con el fin 
de retirar todas las células no migrantes. Se cortó la membrana del pocillo y se 
montaron con el reactivo Prolong Gold Antifade Mountant (Life Technologies) en un 
portaobjetos. Se les colocó encima un cubreobjetos y se sellaron las muestras. Las 




muestras se observaron en el microscopio confocal Leica TCS SP5 (Servicios Centrales 
de Microscopía Óptica y Confocal, UAM) y las células se cuantificaron usando el 
software ImageJ. El porcentaje de células que migran con el estímulo se calculó 
respecto al valor obtenido en células no tratadas, el cual fue considerado como el 100%.  
9.2	  Ensayo	  del	  cierre	  de	  la	  Herida.	  
Se sembraron 350.000 células de A549 y 800.000 células SK-MES-1 (y sus respectivas 
colonias) en placas de 6 pocillos con objeto de obtener máxima confluencia a las 24 h. 
Tras ese periodo, se le cambió el medio al 0% SFB y se mantuvieron así durante 8 
horas. Tras este período, se les realizó la herida usando una punta de pipeta de 100 µL. 
Se lavaron los pocillos con PBS para quitar restos celulares. Se les realizó las fotos al 
momento 0h de la herida y se les dio los siguientes tratamientos: Basal (medio al 0% 
SFB), nicotina (100 nM y 1 µM), NNK (10 y 100 nM) y positivo (medio al 10% SFB). 
Tras 24 horas de estímulo, se les realizó las fotos a 24 h. Con ayuda del programa 
informático ImageJ, se calculó la distancia de cierre de las heridas a los tiempos 0 y 24 
h. La fórmula utilizada para calcular el cierre de la herida fue la siguiente: % cierre 
herida = 100 – (Distancia 24 h / Distancia 0 h *100). 
9.3	  Evaluación	  de	  la	  proliferación	  celular.	  
En una placa de 24 pocillos, se sembraron alrededor de 11.000 células A549 y 17.000 
células SK-MES-1 (y sus respectivas colonias). Tras 24 horas de la siembra, se dejaron 
las células al 0% de SFB durante 24 horas. Después de este tiempo de inanición, se 
trataron las células con nicotina (1 µM) y NNK (100 nM) al 0% SFB, usando 10% SFB 
como control positivo. Junto a los tratamientos, se incubaron las células con el 
compuesto EdU (análogo del nucleósido timidina), con el fin de que éste se incorpore al 
ADN de las células proliferantes. Tras 24 horas de tratamiento, se realizó el protocolo 
de marcaje de EdU, siguiendo las instrucciones del comerciante. Brevemente, el 
marcaje se debe a una reacción de cicloadición entre el grupo alquino terminal del 
compuesto EdU y la azida marcada con la sonda fluorescente Alexa Fluor 647, por lo 
que sólo las células con ADN de nueva síntesis incorporaran dicha sonda. Tras esto, las 
células fueron contrateñidas con DAPI (1:4.000), con el fin de observar el total de 
células. Las preparacioness fueron observadas usando el microscopio confocal Leica 
TCS SP5 (Servicios Centrales de Microscopía Óptica y Confocal, UAM) y se 
cuantificaron con ayuda del programa ImageJ. La fórmula utilizada para calcular el 




porcentaje de células proliferantes fue la siguiente: % células EdU positivas = (# células 
EdU positivas / # células DAPI positivas) * 100. 
9.4	  Evaluación	  de	  la	  Transición	  Epitelio-­‐Mesenquimal	  (EMT).	  
En placas de 60 mm se sembró alrededor de 200.000 células A549 y 450.000 células 
SK-MES-1 (y sus respectivas colonias). Tras 24 horas de la siembra, se dejaron las 
células al 0,5% SFB durante 24 horas. Después de este tiempo de inanición, se trató a 
las células con nicotina (1µM) y NNK (100nM) al 0,5% SFB.  
Después de 48 horas de tratamiento las placas con las líneas celulares se lavaron 
3 veces con PBS estéril y a temperatura ambiente. Tras esto, se agregó a las placas el 
tampón de lisis NP-40 con inhibidor de proteasas al 1%, y las placas se dejaron 30 min 
sobre hielo en agitación. Tras este tiempo, las placas se rasparon con ayuda de un 
raspador manual, y el volumen recuperado se mantuvo en movimiento rotacional 
durante 2 horas a 4oC. Tras esto, se centrifugaron las muestras a 13.000 rpm por 20 
minutos a 4oC. Después de la centrifugación el sobrenadante fue recuperado y su 
concentración fue cuantificada usando el kit BCA Assay Protein Kit, siguiendo las 
instrucciones del distribuidor. 
Tras los estímulos del EMT, alrededor de 30 µg de proteína (por pocillo) fue 
cargada en un gel de poliacrilamida. Las proteínas se dejaron separar en el gel por 
medio de las diferencias de carga y peso durante 1 hora a un voltaje de 120 V. Tras esto, 
las proteínas fueron transferidas a una membrana de Polifluoruro de vinilideno (PVDF), 
usando un amperaje de 320 mA durante 2 horas y media. Tras la transferencia, las 
membranas se bloquearon una solución 5% leche descremada en TTBS durante 1 hora. 
Tras el bloqueo, las membranas  se incubaron con los anticuerpos primarios anti-
Vimentina (1:1.000) y anti-Fibronectina (1:1.000) durante toda la noche a 4oC. El 
anticuerpo anti-Actina (1:1.000) se incubó durante una hora a temperatura ambiente. 
Tras la incubación con los anticuerpos primarios, se lavaron las membranas 3 veces con 
TTBS durante 15 minutos. Después, se incubaron las membranas con los anticuerpos 
secundarios anti-ratón (1:5.000) y anti-cabra (1:5.000), ambos conjugados con la 
peroxidasa de rabano picante (HRP). Tras esto, se lavaron de nuevo las membranas 3 
veces con TTBS durante 15 minutos y se revelaron las membranas con la ayuda del 
reactivo ECL Select Western Blotting Detection Reagent (Amersham, GE Healthcare). 




10. ENSAYOS DE TUMOROGENICIDAD IN VIVO. 
10.1	  Desarrollo	  tumoral	  in	  vivo	  en	  animales	  inmunodeficientes.	  
Todos los procedimientos animales se llevaron a cabo de acuerdo a los protocolos 
aprobados por el Comité Institucional del Cuidado y Uso de Animales de la 
Universidad Autónoma de Madrid. Las células A549 control y sobreexpresantes de 
dupα7 fueron suspendidas en RPMI-Matrigel (1:1) y un volumen de 100 µL (2 x 106 
células) fue inoculado subcutáneamente en el flanco izquierdo de ratones desnudos 
atímicos (Sexo: femenino; Edad: 6-8 semanas) para formar un xenoinjerto simple. Los 
ratones fueron adquiridos de la empresa Charles River, y se mantuvieron en condiciones 
libres de patógenos en el Animalario del Instituto de Investigaciones Biomédicas 
Alberto Sols–CSIC. Los animales se separaron en 4 grupos de estudio (n= 5-6 
animales/grupo) haciendo un total de 22 animales. Una vez transcurridos 10 días de la 
inyección de las células, a los animales se les administró sacarina (2%) o sacarina con 
nicotina (1 µM) en el agua de bebida. El crecimiento tumoral se revisó cada 2-3 días y 
con ayuda de un calibre, los diámetros tumorales se midieron, y así, el volumen tumoral 
fue calculado con ayuda de la fórmula: (D2 x d) x 0,52; siendo D = diámetro más largo 
del tumor y d = diámetro corto perpendicular a D. Tras 21 días de que se inició el 
tratamiento, los ratones fueron sacrificados, y sus tumores fueron extirpados, pesados y 
una parte del tumor se congeló y la segunda parte se fijó en PFA 4% para su posterior 
análisis histológico. 
10.2	  Inmunohistoquímica	  de	  los	  tumores	  extraídos.	  
Un análisis inmunohistoquímico se realizó en los tumores de animales para determinar 
la capacidad proliferativa y secretora de VEGF del tumor. Para esto, los cortes 
histológicos de los tumores se marcaron frente a los anticuerpos anti-Ki67 (Dako) y 
anti-VEGF (Santa Cruz Biotechnology). La parte tumoral fue fijada en 4% PFA durante 
24 horas a temperatura ambiente, tras lo cual, los tejidos se deshidrataron con 
concentraciones crecientes de Etanol. Tras esto, los tejidos fueron embebidos en 
parafina por el servicio de Anatomía Patológica del Hospital Universitario La Paz. El 
protocolo de marcaje se realizó siguiendo las instrucciones del kit EnVision FLEX 
System. En breve, el protocolo fue el siguiente: Secciones de 3,5 µm fueron cortados, y 
se desparafinizaron en calor a 70oC por 10 minutos. Para el desmascaramiento de 
antígenos, se calentaron las secciones a 95oC por 20 min en la solución EnVision FLEX 




Target Retrieval Solution, Low pH (Dako). Tras este desmascaramiento, las muestras se 
bloquearon en la solución EnVision FLEX Peroxidase Blocking Reagent (Dako) por 10 
minutos a temperatura ambiente. Las secciones se incubaron con los anticuerpos 
primarios correspondientes durante 20 minutos a temperatura ambiente. Tras esto, se 
incubaron las secciones con el anticuerpo secundario polivalente de cabra anti- (ratón y 
conejo) conjugado con HRP por 20 minutos a temperatura ambiente. Las secciones se 
incubaron con la solución sustrato de peroxidasa (EnVision FLEX Substrate Buffer y 
EnVision FLEX DAB+Chromogen) y contrateñida con hematoxilina (EnVision FLEX 
Hematoxylin). Las secciones se montaron en portaobjetos con ayuda del reactivo Dako 
Mounting Medium. Imágenes de las secciones se tomaron en un microscopio invertido 
Nikon y fueron analizadas en el programa informático ImageJ. 
11. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
Para observar las diferencias significativas entre diferentes grupos con distribución no 
paramétricas se usó la prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de Dunn para ver 
las diferencias individuales entre los grupos. Para observar las diferencias significativas 
entre diferentes grupos con distribución paramétrica se usó la prueba de análisis de la 
varianza (ANOVA) seguida por la prueba de Bonferroni para observar las diferencias 
individuales dentro de los grupos. La prueba ANOVA seguida de la prueba de Neuman-
Keuls se utilizó para observar las diferencias en el crecimiento tumoral de las líneas 
celulares en los animales inmunodeprimidos. Se usó la prueba pareada de Wilcoxon 
para comprobar las diferencias estadísticas en los niveles del α7 y dupα7 ARNm en las 
muestras de los pacientes sépticos colectadas a diferentes tiempos y en las biopsias 
tumorales y no tumorales de pulmón pareadas. La prueba t de Student pareada se utilizó 
para verificar las diferencias estadísticas entre los valores de HRV en las muestras 
sanguíneas pareadas a distintos tiempos. Las diferencias en los niveles del α7 ARNm 
entre los pacientes con sepsis y aquellos con sepsis severa y entre pacientes 
sobrevivientes y no sobrevivientes fue calculada usando la prueba de Mann-Whitney y 
las diferencias en los índices del HRV fueron calculados usando la prueba t de Student 
no pareada. Esta última prueba se utilizó también para comprobar las diferencias 
significativas en las propiedades proliferativas y migratorias en las líneas celulares. Las 
diferencias de sobrevivencia y de estancia en la UCI entre los grupos de pacientes 
sépticos fue analizado usando la prueba Chi cuadrada. El coeficiente de correlación de 




Spearman se utilizó para analizar la correlación entre los niveles del α7 y dupα7 ARNm 
de los pacientes sépticos frente a sus correspondientes índices HRV, niveles de 
citoquinas y proteínas reactantes de fase aguda,. Este coeficiente se utilizó además para 
calcular la correlación entre los niveles de α7 frente a sus correspondientes valores de 
dupα7. El coeficiente de correlación de Pearson se utilizó para analizar la correlación 
entre los índices HRV y sus correspondientes niveles de citoquinas y proteínas 
reactantes de fase aguda. Los datos son representados como media ± error estándar de la 













1. RESULTADOS EN SEPSIS. 
1.1	  Expresión	  de	  α7	  ARNm	  en	  células	  mononucleares	  de	  sangre	  periférica	  de	  
sujetos	  sanos.	  
Existen estudios en la literatura determinando los niveles de ARNm de la subunidad α7 
en leucocitos ó células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de sujetos sanos o 
pacientes con enfermedad de Alzheimer, depresión o esquizofrenia (Lai y col., 2001; 
Villiger y col., 2002; Perl y col., 2003; Perl y col., 2006; van der Zanden y col., 2012; 
Costantini y col., 2015; Conti y col., 2016). Desafortunadamente, los cebadores usados 
para cuantificar el α7 ARNm en los anteriores trabajos también amplifican el dupα7 
ARNm, por lo que los niveles de expresión del α7 ARNm obtenidos son erróneos. Para 
sortear este problema, nosotros hemos diseñado dos parejas de cebadores que 
amplifican específicamente el α7 o el dupα7 ARNm (Tabla 3). Mientras que la primera 
pareja de cebadores fueron diseñados para amplificar un fragmento del ADNc del α7 
ARNm situado entre los exones 3 y 4, la segunda pareja de cebadores amplifica una 
región del ADNc del dupα7 ARNm situada entre los exones A y 5. 
Para confirmar que los cebadores diseñados y las condiciones de PCR eran las 
adecuadas, incluimos en nuestro estudio un grupo de sujetos sanos fumadores cuyos 
niveles de expresión deberían estar incrementados respecto a los de los sujetos sanos, tal 
como se ha descrito previamente (van der Zanden y col., 2012). La Figura 14A muestra 
los valores normalizados de expresión de α7 ARNm obtenidos en cada uno de los 
individuos del grupo control y del grupo de fumadores. Cada valor fue obtenido por 
triplicado y representa el promedio de 3-5 determinaciones independientes. La línea 
horizontal muestra el valor medio de cada grupo. Se observa un aumento significativo 
(p<0,001) del valor medio de expresión del α7 ARNm en los fumadores (19,19 ± 3,28;) 
respecto a los no fumadores (2,02 ± 0,22). En la Figura 14B se muestran los datos 
anteriores representados en diagramas de caja-bigotes, en donde la línea media 
representa la mediana del grupo, el borde superior e inferior de la caja representan los 
percentiles 75 y 25 y los bigotes los percentiles 90 y 10. Merece la pena destacar la poca 
variabilidad en la expresión del α7 ARNm en el grupo control, lo que indica que la edad 
o el sexo no influyen significativamente en la expresión de este subtipo de receptor. Por 





fumadores, lo que sugiere que el tabaco es un agente regulador de la expresión de este 
mensajero. 
 En conjunto, los datos anteriores ratifican que la técncia y los cebadores 
diseñados en nuestro laboratorio es adecuada para cuantificar con garantía la expresión 
del α7 ARNm en CMSP.	  	  
 
Figura 14. Expresión normalizada de α7 ARNm en sujetos sanos no fumadores y fumadores. A) Datos 
obtenidos en cada individuo incluido en el estudio. La línea horizontal muestra la media de los valores B) 
Representación de los datos en diagramas de caja-bigotes. 
 
 
1.2	   Variabilidad	   de	   los	   niveles	   de	   expresión	   de	   α7	   ARNm	   en	   pacientes	  
sépticos.	  
Una vez puesta a punto la técnica de qPCR, se procedió a cuantificar los niveles de 
expresión del α7 ARNm en CMSP de los pacientes sépticos. La Figura 15A muestra los 
niveles de expresión normalizada del α7 ARNm en cada individuo del grupo control (no 
fumador, n=33) y del grupo de pacientes sépticos (n=33). La barra horizontal representa 
la media de expresión de α7 ARNm en cada grupo; este valor fue significativamente 
superior en los pacientes (9,53 ± 1,87) que en el grupo control (2,02 ± 0,22). Frente a la 





grupo de pacientes. En base a este último resultado, se procedió a distribuir a los 
pacientes en terciles de acuerdo al nivel de expresión de α7 ARNm. Así el primer tercil 
incluyó a los pacientes con niveles de expresión altos, el segundo tercil englobó a los 
pacientes con expresión media, y el tercer tercil a aquellos con niveles de expresión 
baja. Los valores promedio de expresión obtenidos en cada uno de los anteriores terciles 
fueron 21,38 ± 3,38; 4,26 ± 0,29 y 2,40 ± 0,18, respectivamente. La Figura 15B recoge 
los niveles de expresión del α7 ARNm de los pacientes distribuidos por terciles. Se 
encontraron diferencias significativas de expresión entre los terciles primero (p<0,001) 
y segundo (p<0,01) respecto al grupo control. También se observaron diferencias 
significativas entre el primer y el tercer tercil (p<0,001). 
 
	  
Figura 15. Expresión normalizada del α7 ARNm en CMSP de sujetos voluntarios sanos no fumadores 
(controles) y en pacientes sépticos. A) Valores de expresión individuales obtenidos en 33 controles y 33 pacientes 
sépticos. B) Comparación de los niveles de expresión de α7 ARNm en controles y pacientes distribuidos por terciles 
de acuerdo a sus niveles de expresión (primer tercil, alta; segundo tercil, media; tercer tercil, baja). †††p< 0,001 y 
††p<0,01 comparando el tercil con el grupo control. ***p<0,001 comparando el primer y tercer tercil. Figura 





1.3	  Características	  clínicas	  y	  demográficas	  de	  los	  pacientes	  sépticos.	  
La Tabla 4 muestra las características demográficas y los datos clínicos de los pacientes 
incluidos en el estudio. Los pacientes se ordenaron, de manera descendente, atendiendo 
a su nivel de expresión de α7 ARNm. El agente patógeno fue identificado en 28 de los 
33 pacientes (78,3%), teniendo un cultivo negativo los 5 pacientes restantes. No se 
observaron diferencias significativas entre controles y pacientes, ni entre los terciles, en 
lo que respecta a la edad o sexo. Sin embargo, sí se encontraron diferencias 
significativas con respecto a los días de hospitalización entre los terciles. Así, el tiempo 
medio de permanencia en el hospital de los pacientes del primer tercil fue alrededor de 5 
días inferior al de los pacientes de los otros 2 terciles. La situación clínica de 13 de los 
pacientes del estudio progreso hasta sepsis severa en los primeros 2 días tras el ingreso, 
por lo que estos pacientes fueron trasladados a la UCI. Ningún paciente del primer tercil 
desarrolló sepsis severa, mientras que 5 (36,3%) y 8 (81,8%) de los pacientes del 
segundo y tercer tercil, respectivamente, tuvieron que ser trasladados a la UCI. Se 
observaron diferencias significativas entre los terciles en lo que respecta al índice 
APACHE II (acrónimo del término inglés Acute Physiology and Chronic Health 
Evaluation). Así, este último índice fue significativamente mayor en el segundo 






Tabla 4.  Características clínicas y demográficas de los pacientes estratificados por terciles de acuerdo a sus 
niveles de expresión del α7 ARNm. Tabla modificada de (Cedillo y col., 2015). 














Primer tercil         
# 3 65 M TUS Urocultivo E. coli 11 No 8 No 
# 27 45 M Pulmón Esputo, Orina Negativo 16 No 8 No 
# 1 62 F Pulmón Esputo, Orina Negativo 12 No 10 No 
# 18 57 F TUS Urocultivo E. coli 14 No 10 No 
# 26 68 M TUS Urocultivo E. coli 13 No 10 No 
# 13 52 F Pulmón Esputo, Orina S. pneumoniae (§) 12 No 9 No 
# 31 64 M TUS Urocultivo E. coli 14 No 11 No 
# 6 75 F TUS Urocultivo E. coli 13 No 10 No 
# 33 44 M Pulmón Esputo, Orina Negativo 15 No 8 No 
#2 77 M TUS Urocultivo E. coli 14 No 10 No 
# 32 62 F Pulmón Esputo, Orina Negativo 16 No 10 No 
 61,0 ± 10,8    13,6 ± 1,6 9,45 ± 0,31  
Segundo tercil         
# 4 48 F AA Hemocultivo P. mirabilis 14 No 13 No 
# 22 62 M Pulmón Esputo, Orina S. pneumoniae (§) 18 Sí 15 No 
# 16 41 F Pulmón Esputo, Orina Negativo 20 Sí 19 No 
# 20 62 M TUS Urocultivo E. coli 17 No 21 No 
# 17 49 F Pulmón Esputo, Orina S. pneumoniae (§) 18 Sí 21 No 
# 7 78 M TUS Urocultivo E. coli 14 No 10 No 
# 25 41 F TUS Urocultivo E. coli 12 No 8 No 
# 21 67 F TUS Urocultivo K. pneumoniae 19 No 19 No 
# 15 67 F Pulmón Hemocultivo S. pneumoniae 18 No 18 No 
# 23 80 M TUS Urocultivo E. coli 16 No 9 No 
# 29 38 M Pulmón Esputo, Orina S. pneumoniae (§) 18 Sí 9 No 
 57,5 ± 14,9    16,7 ± 2,4** 14,73 ± 1,54** 
Tercer tercil         
# 10 67 F TUS Urocultivo E. coli 17 Sí 11 No 
# 9 71 F Pulmón Esputo, Orina S. pneumoniae (§) 15 No 12 No 
# 28 45 M Pulmón Esputo, Orina S. pneumoniae (§) 15 No 9 No 
# 5 52 F Pulmón Hemocultivo S. pneumoniae 18 Sí 14 Sí 
# 24 75 F Pulmón Esputo, Orina S. pneumoniae (§) 20 Sí 18 Sí 
# 11 52 F AA Hemocultivo E. coli 20 Sí 18 Sí 
# 30 56 M TUS Hemocultivo, Orina E. coli 21 Sí 17 Sí 
# 14 51 F AA Hemocultivo P. mirabilis 16 Sí 16 No 
# 8 80 F Pulmón Esputo, Orina S. pneumoniae (§) 15 Sí 12 No 
# 19 58 F AA Hemocultivo E. coli 20 Sí 15 Sí 
# 12 80 F Pulmón Hemocultivo, Orina E. coli 19 Sí 15 Sí 
 62,4 ± 12,6    17,8 ± 2,3*** 14,27 ± 0,9** 
E. coli, Escherichia coli; P. mirabilis, Proteus mirabilis; S. pneumoniae, Streptococcus pneumoniae; K. pneumoniae, Klebsiella 
pneumoniae. (§) = Detección en orina del antigeno de S. pneumoniae. APACHE II = Sistema de puntuación de gravedad de la enfermedad. 
TUS = Tracto Urinario Superior. AA = Absceso Abdominal. Los valores de la fila inferior de cada tercil representan la media ± EEM; 





1.4	  Los	  niveles	  de	  expresión	  de	  α7	  ARNm	  en	  CMSP	  de	  pacientes	  sépticos	  se	  
correlacionan	  directamente	  el	  grado	  de	  actividad	  vagal.	  
El grado de actividad vagal en los pacientes sépticos fue determinado a partir de la 
medida de diversos índices de HRV, tal como se ha comentado en la correspondiente 
sección de Materiales y Métodos. Nuestros resultados en los pacientes distribuidos por 
terciles muestran que los dos índices que mejor reflejan la actividad vagal en el corazón 
(RMSSD y nHF) fueron significativamente más elevados en los pacientes del primer 
tercil que en los del tercer tercil (Figs. 16A y 16B); esto también ocurría con sus niveles 
de expresión de α7 ARNm (Fig. 15B). Esta coincidencia sugiere la existencia de una 
relación directa entre los niveles de expresión de α7 en CMSP y la actividad vagal 
cardíaca en pacientes sépticos, lo cual pudo ser confirmado. Así, los valores de RMSSD 
y nHF, determinados en 25 de los 33 pacientes sépticos a la inclusión en el estudio, se 
correlacionaban directamente con sus niveles de α7 ARNm (rho = 0,66 y 0,73; 
respectivamente), siendo ambas correlaciones fuertemente significativas (p<0,001). 
También se puede observar que tanto el componente LF, como la relación LF/HF, en 
los pacientes del tercer tercil fueron significativamente más bajos que los del primer 
tercil (Figs. 16C y 16D). Los anteriores resultados indican que los pacientes con un 







Figura 16. Actividad vagal determinada a través de varios índices de HRV en pacientes sépticos distribuidos 
por terciles. Esta distribución se realizó de acuerdo a su nivel de expresión de α7 ARNm en CMSP. RMSSD = raíz 
cuadrada del valor medio de las diferencias al cuadrado de todos los intervalos R-R sucesivos; nHF = parámetro 
espectral de alta frecuencia normalizado; nLF = parámetro espectral de baja frecuencia normalizado; LF/HF = 
cociente de ambos componentes espectrales indicativo del balance vago/simpático. *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001 





1.5	   Diferencias	   en	   la	   expresión	   de	   α7	   ARNm	   y	   del	   tono	   vagal	   cardiaco	  
influyen	  el	  estado	  inflamatorio	  de	  los	  pacientes	  sépticos.	  
La Figura 17 muestra las concentraciones séricas de citoquinas (pro- y anti-
inflamatorias) y proteínas reactantes de fase aguda en los pacientes agrupados por 
terciles. Los pacientes del primer tercil (con alta expresión de α7 ARNm) poseen 
niveles de proteína C reactiva (CRP), fibrinógeno, proteína amiloide sérica (SAA), 
interleuquina 6 (IL-6), factor de necrosis tumoral α (TNF-α), interleuquina 1β (IL-1β) e 
interleuquina 10 (IL-10) significativamente inferiores a los detectados en pacientes del 
tercer tercil (baja expresión de α7 ARNm).  	  
 
Figura 17. Estado inflamatorio de los pacientes sépticos agrupados por terciles de acuerdo a su nivel de 
expresión de α7 ARNm. Los datos, representados en diagramas de puntos, reflejan la concentración sérica o 
plasmática de las proteínas reactantes de fase aguda y de las citoquinas pro- y anti-inflamatorias en cada paciente.  
*p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001 comparando los terciles indicados. CRP, Proteína C Reactiva; SAA, Proteína 
amiloide sérica; TNF-α, Factor de necrosis tumoral alfa, IL-6, Interleuquina 6; IL-1β, Interleuquina 1-beta; IL-10, 
Interleuquina 10; IL-1ra, antagonista del receptor de la interleuquina 1. Figura modificada de (Cedillo y col., 2015). 
 
 
Se encontró una correlación inversa significativa entre los niveles de α7 ARNm 
y la mayoría de los marcadores inflamatorios determinados en el conjunto de pacientes: 





rho = − 0,65 (p<0,001); para IL-6, rho = − 0,67 (p<0,001); para TNF-α, rho = − 0,46 
(p<0,01); para IL-1β, rho = − 0,73 (p<0,001) y para IL-10, rho = − 0,76 (p<0,001). 
También se observó una correlación inversa significativa entre los índices de control 
vagal cardíaco, RMSSD y nHF, y la mayoría de los marcadores inflamatorios: para 
CRP, r = − 0,53 (p<0,01) y − 0,45 (p<0,05), respectivamente; fibrinógeno, r = − 0,52 
(p<0,01) y − 0,44 (p<0,05), respectivamente; SAA, r = − 0,57 (p<0,01) y − 0,58 
(p<0,01), respectivamente; IL-6, r = − 0,55 (p<0,01) y − 0,53 (p<0,01), 
respectivamente; IL-1β, r = − 0,57 (p<0,01) y − 0,42 (p<0,05), respectivamente; e IL-
10, r = − 0,61 (p<0,01) y − 0,53 (p<0,01), respectivamente. 
	  
1.6	  Regulación	  dinámica	  de	  la	  actividad	  de	  la	  vía	  colinérgica	  antiinflamatoria	  
(CAP)	   en	   pacientes	   sépticos	   y	   su	   relación	   con	   la	   severidad	   y	   la	   evolución	  
clínica.	  
Para evaluar si el agravamiento o la resolución de la sepsis afectaba a la actividad de la 
CAP, deducida a partir de los niveles de expresión del α7 ARNm en CMSP y de los 
índices de control vagal cardíaco, se volvieron a determinar todos estos valores en los 
pacientes supervivientes 15 días después de su alta hospitalaria.  
Los resultados obtenidos mostraban que la actividad colinérgica antiinflamatoria 
respondía dinámicamente al estado inflamatorio de los pacientes (Fig. 18A, panel 
izquierdo). Así, los niveles de α7 ARNm fueron altos durante el proceso agudo de la 
enfermedad y bajaron al nivel del grupo control (sujetos sanos) una vez que el paciente 
se recuperaba. Los niveles de α7 ARNm de los pacientes trasladados a la UCI por 
desarrollar sepsis severa fueron significativamente menores que los de los pacientes que 
permanecieron estables (Fig. 18B, panel izquierdo). La expresión de α7 ARNm de los 
pacientes que sobrevivieron fue significativamente más alta que la de los que fallecieron 
(p<0,001) (Fig. 18C, panel izquierdo).  
Por su parte, los valores de RMSSD y nHF fueron significativamente inferiores 
a los del grupo control (sujetos sanos) durante el proceso séptico, acercándose a valores 
similares a los controles tras la resolución de la enfermedad (Fig. 18A, paneles central y 
derecho). Estos últimos datos concuerdan con lo obtenido en estudios previos que 
encuentran una disminución en los índices de HRV en endotoxemia experimental 





embargo, independientemente de los niveles de expresión del α7 ARNm o del tono 
cardiaco vagal durante la sepsis, nuestros resultados claramente demuestran que 
mientras mayor sea la actividad de la vía colinérgica antiinflamatoria en los pacientes, 
mejor es su estado clínico y su pronóstico. De hecho, los niveles de expresión de α7 
ARNm en CMSP y los valores RMSSD y nHF se correlacionaban inversamente con el 
índice de severidad APACHE II [rho = − 0,73 (p<0,001); − 0,68 (p<0,001) y − 0,71 
(p<0,001), respectivamente], a la vez que se asociaban inversamente con la severidad de 


























Figura 18. Regulación de la vía colinérgica antiinflamatoria (CAP) en pacientes sépticos y su relación con la 
severidad y evolución clínica de la enfermedad. La actividad de esta vía fue determinada de dos maneras: por los 
niveles de expresión de α7 ARNm en CMSP e, indirectamente, por los índices de actividad cardíaca vagal. A) La 
actividad de la CAP es regulada dinámicamente durante la fase aguda de la enfermedad, retornando a valores 
controles después de la resolución de la misma. B y C) Los pacientes con mayor actividad colinérgica 
antiinflamatoria muestran mejor evolución y mejor pronóstico. **p<0,01 y ***p<0,001, tras comparar los grupos 





Para evaluar la posible utilidad, como predictor de mortalidad, de los niveles de 
expresión de α7 ARNm en CMSP de pacientes sépticos utilizamos un valor de corte de 
expresión de 3. Este último era el valor más alto de los obtenidos en el tercer tercil 
(rango, 1,32−3,0), tercil que incluye a todos los pacientes fallecidos del estudio (Tabla 
4). No hubo muertes entre los pacientes con valores superiores a 3, pertenecientes al 
primer tercil (rango 9,0−31,7) y segundo tercil (rango, 3,1−6,1). Mientras, en el grupo 
con niveles de α7 ARNm inferiores a 3 (tercer tercil), el 60% de los pacientes 
fallecieron (p<0,001). En consecuencia, el 85,2% de los supervivientes (95% intervalo 
de confianza, 70,7%−99,7%) tenían niveles de α7 ARNm superiores a 3, y todos los 
pacientes fallecidos tuvieron niveles inferiores a 3. 
 
1.7	  Expresión	  del	  dupα7	  ARNm	  en	  pacientes	  sépticos	  y	  su	  correlación	  con	  la	  
expresión	   de	   α7	   ARNm	   y	   con	   el	   estado	   inflamatorio	   y	   la	   severidad	   de	   la	  
enfermedad.	  
Tal como se ha mostrado en la sección de Introducción de esta Tesis, resultados in vitro 
realizados previamente por nuestro grupo habían demostrado que dupα7 se comportaba 
como un modulador negativo del efecto antiinflamatorio mediado por el α7 nAChR en 
la línea celular de macrófagos murinos RAW 264.7 estimulada con LPS (Maldifassi 
2014). Sin embargo, hasta el inicio del presente estudio, había permanecido sin explorar 
si dupα7 desempeñaba algún papel en procesos patológicos humanos que cursan con 
excesiva respuesta inflamatoria, como sería el caso de la sepsis. Por otra parte, en el 
estudio piloto llevado a cabo por nuestro grupo en pacientes sépticos, habíamos llegado 
a establecer que la expresión normalizada del α7 ARNm, determinada por qPCR en 
CMSP de estos pacientes, puede ser un buen marcador de la actividad de la vía 
colinérgica antiinflamatoria (Cedillo y col., 2015) y, por tanto, del estado inflamatorio y 
evolución de la enfermedad. 
 En base a los anteriores hallazgos, en el presente estudio hemos analizado si 
dupα7 tendría la capacidad de interactuar con el α7 nAChR en el control de la 
inflamación en sepsis humana. Para contestar esta pregunta, y poder analizar la 
correlación entre los mensajeros de dupα7 y α7, procedimos a determinar los valores de 
expresión absoluta de ambos mensajeros, lo que se llevó a cabo determinando el 





estudio piloto anterior. La determinación de la expresión absoluta de cada ARNm se 
realizó por qPCR, tal como se detalla en la correspondiente sección de Materiales y 
Métodos. Como era esperable, los valores absolutos de expresión de α7 mostraban una 
gran variabilidad entre pacientes, al igual que ocurría con los valores de la expresión 
normalizada. Por ello, los pacientes se distribuyeron, nuevamente, por terciles de 
acuerdo a los referidos niveles absolutos de expresión de α7 ARNm. Así, los valores de 
expresión media de este último mensajero ± EEM, obtenidos en 4 determinaciones 
independientes realizadas por triplicado, fueron de 112,2 ± 34,18 copias, 24,76 ± 4,52 
copias y 13,77 ± 1,36 copias para los terciles primero, segundo y tercero, 
respectivamente. Se encontraron diferencias significativas (p<0,01) entre el primer y 
tercer tercil en relación a los anteriores valores de expresión.  
 La Figura 19 muestra un diagrama de puntos reflejando el número de copias del 
dupα7 ARNm (panel A) y el cociente entre el número de copias de los mensajeros de α7 
y de dupα7 (panel B) en los pacientes distribuidos por terciles, tal como se ha descrito 
anteriormente. El valor de expresión de dupα7 correspondiente a la mediana fue 
significativamente superior (p< 0,05) en los pacientes del tercer tercil (bajos niveles de 
α7 ARNm) que en pacientes de los otros dos terciles (Fig. 19A). La Figura 19B muestra 
diferencias significativas entre los terciles en lo que respecta al cociente α7/dupα7. Así, 
la mediana del cociente fue significativamente inferior en pacientes del tercer tercil 
(bajos niveles de α7 y altos niveles de dupα7 ARNm) que en los otros dos terciles. 
Existe una correlación inversa y significativa (rho = − 0,3984; p <0,05) entre los niveles 
de expresión de dupα7 y los de α7 en el conjunto de pacientes sépticos. Finalmente, 
encontramos una correlación directa significativa entre los niveles de dupα7 ARNm y 
las concentraciones séricas de algunos marcadores inflamatorios determinados en el 
conjunto de pacientes: para TNF-α, rho = 0,46 (p < 0,01); IL-1β, rho = 0,37 (p <0,05); 
CRP, rho = 0,39 (p < 0,05). En contraste, se observó una correlación inversa 
significativa entre el cociente α7/dupα7 y las concentraciones séricas de los anteriores 
marcadores inflamatorios o la severidad de la enfermedad: para TNF-α, rho = – 0,41 (p 
< 0,05); IL-1β, rho = – 0,60 (p < 0,001); CRP, rho = – 0,61 (p < 0,001); APACHE II, 








Figura 19. Análisis de la expression de dupα7 ARNm y cociente α7/dupα7 en pacientes sépticos. Diagrama de 
puntos mostrando los niveles de expresión absoluta de dupα7 ARNm (A) y el cociente entre la expresión absoluta de 
los mensajeros de α7 y dupα7 (B) determinados por qPCR en CMSP de 33 pacientes sépticos. Los pacientes fueron 
distribuidos por terciles de acuerdo a sus niveles de expresión absoluta de α7 ARNm (Primer tercil = expresión alta; 
Segundo tercil = expresión media; Tercer tercil = expresión baja). Cada valor, obtenido por triplicado, representa la 
media de 3-4 determinaciones independientes. Las barras horizontales y verticales muestran la mediana y el rango 
intercuartil del grupo, respectivamente. Los datos fueron analizados con el test de ANOVA (A) y el test de Kruskal-
Wallis seguido del test post-hoc de Dunn (B). *p< 0,05 y ***p< 0,001 después de comparar los terciles indicados. 
Las barras degradadas en la parte inferior de la figura reflejan la existencia de correlación significativa entre los 








2. RESULTADOS IN VITRO, IN VIVO Y CLÍNICOS EN CÁNCER DE 
PULMÓN DE CÉLULAS NO PEQUEÑAS (NSCLC).  
2.1	  Preparación	  de	  colonias	  con	  sobreexpresión	  estable	  de	  dupα7.	  	  
Se seleccionaron dos líneas celulares humanas representativas de los dos principales 
tipos histológicos de NSCLC, adenocarcinoma (A549) y carcinoma de células 
escamosas (SK-MES-1). Ambas líneas expresan endógenamente el α7 nAChR. Con el 
fin de analizar si dupα7 ejercía un efecto modulador negativo sobre este último subtipo 
de receptor, se procedió a la transfección de ambas líneas celulares con el plásmido 
pcDNA3.1-myc-dupα7-His con objeto de proceder, posteriormente, a la selección de 
colonias con sobreexpresión estable de dupα7. De las 3 colonias seleccionadas por línea 
celular, se escogió finalmente una colonia de cada línea cuyos niveles de expresión de 
α7 ARNm no difirieran significativamente de los encontrados en células de la misma 
estirpe no sometidas a transfección (control). El procedimiento de transfección y 
selección de las colonias de interés se detalla en la correspondiente sección de 
Materiales y Métodos. La Figura 20 muestra los resultados de qPCR e 
inmunocitoquímica de las dos colonias con sobreexpresión estable de dupα7 
seleccionadas en este estudio: colonia A.23 (correspondiente a la línea celular A549) y 
colonia S.10 (correspondiente a la línea celular SK-MES-1). En la parte superior de la 
figura (panel A) se muestran los niveles de los mensajeros de dupα7 y α7 determinados 
por qPCR en las células controles y las de las colonias transfectadas; se observa un 
aumento significativo de expresión del dupα7 ARNm en ambas colonias respecto a la 
expresión detectada en las células controles de la misma estirpe. Por el contrario, no se 
encontraron diferencias significativas entre la colonia transfectada y no transfectada en 
relación con los niveles de expresión de α7 ARNm en ninguno de los dos tipos celulares 
evaluados. Los resultados de inmunocitoquímica de la Figura 20B corroboran los datos 
del dupα7 ARNm, pero a nivel de la proteína. Así, las imágenes confocales de las 
colonias A.23 y S.10, marcadas con el anticuerpo anti-myc, constatan el aumento de 







Figura 20. Células de las colonias con sobreexpresión estable de dupα7 seleccionadas en este estudio. Las 
colonias A.23 y S.10 corresponden a las líneas celulares de adenocarcinoma (A549) y de carcinoma de células 
escamosas (SK-MES-1) de pulmón humano, respectivamente. A) Niveles de expresión de los mensajeros de dupα7 y 
α7 determinados por qPCR en las colonias y en células no transfectadas de cada estirpe (control). B) Imágenes 
confocales mostrando la expresión de la subunidad dupα7-myc en las colonias y en células controles; la subunidad 
fue marcada con el anticuerpo anti-myc. Los datos son representativos de 3-4 experimentos realizados en 2 cultivos 




2.2	   Experimentos	   in	   vitro:	   dupα7	   interfiere	   con	   diversos	   procesos	  
tumorogénicos	  mediados	  por	  el	  α7	  nAChR	  en	  líneas	  celulares	  de	  NSCLC.	  
Estos experimentos se realizaron en las líneas celulares tumorales A549 y SK-MES-1 
mencionadas anteriormente, tanto controles como con sobreexpresión estable de dupα7 
(A.23 y S.10). El propósito de los mismos fue evaluar si dicha sobreexpresión interfería 
con el efecto tumorogénico mediado por el α7 nAChR a nivel de la proliferación, 
migración y transición epitelio/mesenquimal. A continuación se describen los resultados 






2.2.1 La sobreexpresión de dupα7 inhibe la capacidad proliferativa celular mediada por 
el α7 nAChR. 
Células A549 y SK-MES-1, controles o con sobrexpresión estable de dupα7, fueron 
estimuladas durante 24 h con 1 µM nicotina o 100 nM NNK para inducir la 
proliferación. Como control positivo de proliferación se utilizó un grupo de células 
estimuladas en paralelo con 10% de SFB. La visualización al microscopio confocal de 
las células que proliferan se realizó con el compuesto EdU (análogo del nucleósido 
timidina) marcado con la sonda fluorescente AlexaFluor 647 (rojo). Solo las células que 
proliferan incorporan este compuesto durante la síntesis de nuevo ADN y, por tanto, 
serán marcadas por la sonda. Mientras tanto, los núcleos de todas las células, tanto de 
las que proliferan como de las que no lo hacen, fueron marcados con DAPI (azul).   
La Figura 21A muestra imágenes confocales representativas de la proliferación 
inducida por los diferentes estímulos en ambas líneas celulares. A la derecha de cada 
línea celular aparece la proliferación en las células A.23 y S.10; a la izquierda la 
proliferación en las células control de cada estirpe celular. Se observa como el marcaje 
con EdU en células controles aumenta en respuesta a nicotina o NNK frente a células no 
estimuladas (basal). Ambos estímulos inducen una menor proliferación en células A.23 
y S.10.  
La Figura 21B muestra la media ± EEM de la proliferación inducida por los 
distintos estímulos en 3 experimentos independientes realizados en cada línea celular, 
tal como se acaba de describir. Se observa como nicotina, NNK o SFB aumentan 
significativamente el porcentaje de células A549 y SK-MES-1 que proliferan respecto a 
las células no estimuladas (basal). Sin embargo, las colonias A.23 y S.10 solo 
responden significativamente a la proliferación inducida por SFB, pero no a la 
promovida por nicotina o NNK. Estos resultados indican que las células A549 y SK-
MES-1 con sobrexpresión estable de dupα7 mantienen intacto su potencial proliferativo, 






Figura 21. Efecto de la sobreexpresión de dupα7 sobre la proliferación mediada por el α7 nAChR en células 
A549 y SK-MES-1. Células con sobrexpresión estable de dupα7 (A.23 y S.10) y sus correspondientes controles (no 
transfectadas) fueron estimuladas con nicotina o NNK; se utilizó suero fetal bovino (SFB), al 10%, como estímulo 
positivo de la proliferación. A) Imágenes confocales (20X) representativas de las células que proliferan (marcadas de 
rojo por el EdU) y del total de células del campo (cuyos núcleos aparecen marcados de azul por el DAPI). Las células 
que proliferan están doblemente marcadas (magenta). B) Valores medios ± EEM de 3 experimentos independientes 
mostrando el porcentaje de células que proliferan en respuesta a los distintos estímulos. *p<0,05 y ***p<0,001 
comparando la proliferación en células estimuladas con la obtenida en células no estimuladas del mismo tipo (basal); 





2.2.2 La sobreexpresión de dupα7 frena la capacidad migratoria celular mediada por el 
α7 nAChR. 
Para analizar la capacidad migratoria en células A549 y SK-MES-1, tanto controles 
como con sobreexpresión estable de dupα7 (A.23 y S.10), se realizaron dos tipos de 
ensayos: el “Ensayo de Migración por Transwell” y el “Ensayo de Cierre de la 
Herida”, cuyos resultados se exponen a continuación. 
a) Ensayo de Migración por Transwell. 
Las células fueron estimuladas 24 h con 1 µM de nicotina o 100 nM de NNK para 
inducir la migración celular. La medida de la migración a través de este ensayo ya ha 
sido detallada en la correspondiente sección de Materiales y Métodos. Las Figuras 22 y 
23 muestran los resultados de la migración inducida por cada estímulo en células A549 
y SK-MES-1, respectivamente. Los paneles A de ambas figuras muestran imágenes 
confocales representativas del aumento de migración inducida por nicotina y NNK en 
células controles de ambos tipos en relación con la migración espontánea observada en 
células no estimuladas. El incremento de la migración inducida por ambos estímulos no 
se produce en células de las colonias A.23 y S.10. 
La Figura 22B muestra los valores medios ± EEM de la migración inducida por 
nicotina o NNK en 3-4 experimentos independientes realizados en células A549, como 
se acaba de describir. La migración en células controles fue incrementada 
significativamente por nicotina (~ 3 veces; p<0,001) y por NNK (~ 2 veces; p<0,001) 
respecto a la obtenida en las mismas células no estimuladas (espontánea). También se 
observó un incremento significativo de la migración inducida por ambos estímulos (~ 3 
veces; p<0,001) en células SK-MES-1 controles respecto a células no estimuladas en 3 
experimentos realizados de forma independiente (Fig. 23B). Por el contrario, la 
estimulación con nicotina o NNK no modificó la migración espontánea de las colonias 




















































Figura 22. “Ensayo de Migración por Transwell” evaluando el efecto de la sobreexpresión de dupα7 sobre la 
migración mediada por el α7 nAChR en células A549.  Células controles o con sobrexpresión estable de dupα7 
(A.23) fueron estimuladas durante 24 h con nicotina o NNK para inducir la migración. A) Imágenes confocales (40X) 
representativas de la migración inducida por nicotina; las células que migraban a través de la membrana y quedaban 
retenidas en ella eran identificadas por su núcleo marcado por el DAPI (azul). B) Valores medios ± EEM de 3-4 
experimentos independientes mostrando la migración obtenida en células controles (izquierda) o en células A.23 
(derecha) para cada condición experimental; los valores de migración aparecen expresados como porcentaje de los 
obtenidos en células no estimuladas del mismo grupo (migración espontánea). ***p<0,001 comparando células 
estimuladas y no estimuladas controles. ##p<0,01 y ###p<0,001 comparando células A.23 con células controles 





















































Figura 23. “Ensayo de Migración por Transwell” evaluando el efecto de la sobreexpresión de dupα7 sobre la 
migración mediada por el α7 nAChR en células SK-MES-1. Células controles o con sobrexpresión estable de 
dupα7 (S.10) fueron estimuladas durante 24 h con nicotina o NNK para inducir la migración. A) Imágenes confocales 
(40X) representativas de la migración inducida por nicotina; las células que migraban a través de la membrana y 
quedaban retenidas en ella eran identificadas por su núcleo marcado por el DAPI (azul). B) Valores medios ± EEM 
de 3 experimentos independientes mostrando la migración obtenida en células controles (izquierda) o en células S.10 
(derecha) para cada condición experimental; los valores de migración aparecen expresados como porcentaje de los 
obtenidos en células no estimuladas del mismo grupo (migración espontánea). ***p<0,001 comparando células 
estimuladas y no estimuladas controles. ##p<0,01 y ###p<0,001 comparando células S.10 con células controles 






b) Ensayo de Migración por Cierre de la Herida.  
Un segundo tipo de ensayo, cuyo protocolo se detalla en la correspondiente sección de 
Materiales y Métodos, fue aplicado a la hora de analizar el efecto de la sobreexpresión 
de dupα7 sobre la capacidad migratoria de células A549 y SK-MES-1. Las Figuras 24 y 
25 muestran los resultados de este ensayo analizando la migración inducida por 24h de 
estimulación con nicotina (0,1 y 1 µM) o NNK (10 y 100 nM) en ambos tipos celulares. 
Los paneles A de ambas figuras muestran imágenes representativas de la herida en 
campo claro, obtenidas por microscopía óptica, en células A549 y SK-MES-1 controles 
o con sobreexpresión estable de dupα7 (A.23 y S.10, respectivamente). Las imágenes 
fueron captadas antes de aplicar un estímulo de NNK (tiempo 0 h) o al finalizar la 
exposición al mismo (tiempo 24 h). A pesar de la baja concentración de NNK utilizada, 
a las 24 h de aplicación del estímulo ya es posible detectar el cierre parcial de la herida 
en células controles frente a células no estimuladas de ambas estirpes. Por el contrario, 
NNK no fue capaz de inducir el cierre de la herida en células A.23 y S.10.  
Las Figuras 24B y 25B muestran los valores medios ± EEM de cierre de la 
herida obtenidos en experimentos independientes (n =4) realizados en células A549 o 
SK-MES-1, como se acaba de describir. Los valores representan el porcentaje de herida 
cerrada a las 24 h de aplicación del estímulo respecto a la apertura de la herida 
registrada en el tiempo 0h (100 %). Se utilizó un lote de células no estimuladas de cada 
grupo para establecer el cierre espontáneo de la herida a las 24 h; este último valor fue 
12,57 ± 2,59 % (para A549 control), 14,52 ± 2,57 % (para A.23); 10,83 ± 1,39 % (para 
SK-MES-1 control) y 15,69 ± 1,71 % (para S.10). La Figura 24B muestra que nicotina 
(1 µM) y NNK (a las dos concentraciones utilizadas) inducen un aumento significativo 
de migración en células A549 controles pero no en aquellas de la colonia A.23. Lo 
mismo se observa con las células SK-MES-1 controles y las de la colonia S.10 (Fig. 
25B).  A pesar de la falta de respuesta de las células A.23 y S.10 a nicotina o NNK en lo 
que concierne a la activación de la migración, la capacidad migratoria de ambas 
colonias permanece intacta como se constata utilizando un estímulo ajeno al α7 nAChR 







Figura 24. “Ensayo de Cierre de la Herida” evaluando el efecto de la sobreexpresión de dupα7 sobre la 
migración mediada por el α7 nAChR en células A549. Células controles o con sobrexpresión estable de dupα7 
(A.23) fueron estimuladas durante 24 h con diferentes concentraciones de nicotina o NNK para inducir la migración. 
A) Imágenes representativas de microscopía óptica en campo claro (10X) visualizando la apertura de la herida en 
células controles o células A.23 antes (tiempo 0) o después del tratamiento con NNK (tiempo 24 h). Células de 
ambos grupos no estimuladas, pero sometidas a idénticas manipulaciones, fueron utilizadas para registrar el cierre 
espontáneo de la herida a las 24 h. B) Valores medios ± EEM (n = 4) mostrando el cierre de la herida en células 
controles (izquierda) o en células A.23 (derecha) para cada condición experimental; los valores representan el 
porcentaje de herida cerrada a las 24 h de aplicar el estímulo con respecto a la apertura de la herida en el tiempo 0 
(100%). **p<0,01 y ***p<0,001 comparando células estimuladas y no estimuladas del mismo grupo. #p<0,05 y 
##p<0,01 comparando células A.23 con células controles sometidas al mismo estímulo. Como control positivo para 









Figura 25. “Ensayo de Cierre de la Herida” evaluando el efecto de la sobreexpresión de dupα7 sobre la 
migración mediada por el α7 nAChR en células SK-MES-1. Células controles o con sobrexpresión estable de 
dupα7 (S.10) fueron estimuladas durante 24 h con diferentes concentraciones de nicotina o NNK para inducir la 
migración. A) Imágenes representativas de microscopía óptica en campo claro (10X) visualizando la apertura de la 
herida en células controles o células S.10 antes (tiempo 0) o después del tratamiento con NNK (tiempo 24 h). Células 
de ambos grupos no estimuladas, pero sometidas a idénticas manipulaciones, fueron utilizadas para registrar el cierre 
espontáneo de la herida a las 24 h. B) Valores medios ± EEM (n = 4) mostrando el cierre de la herida en células 
controles (izquierda) o en células S.10 (derecha) para cada condición experimental; los valores representan el 
porcentaje de herida cerrada a las 24 h de aplicar el estímulo con respecto a la apertura de la herida en el tiempo 0 
(100%). *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001 comparando células estimuladas y no estimuladas del mismo grupo. 
#p<0,05 y ##p<0,01 comparando células S.10 con células controles sometidas al mismo estímulo. SFB, al 10%, fue 
utilizado como control positivo para inducir el cierre de la herida en los dos grupos de células.  
 
 





2.2.3 La sobreexpresión del dupα7 bloquea la transición epitelio-mesenquimal mediada 
por el α7 nAChR. 
La transición de un fenotipo epitelial a uno mesenquimal se asocia a metástasis tumoral 
y es también un indicador de progresión tumoral. Por ello, esta transición fue también 
evaluada en nuestro estudio registrando los cambios de expresión de marcadores 
mesenquimales (vimentina y fibronectina) en células A549 y SK-MES-1 controles o 
con sobreexpresión estable de dupα7 (A.23 y S.10) tras ser estimuladas con nicotina o 
NNK durante 48 h. La Figura 26 muestra un inmunoblot típico reflejando los cambios 
de expresión de los anteriores marcadores mesenquimales en los distintos grupos 
celulares en respuesta a nicotina (1 µM) o NNK (100 nM). La expresión basal de ambos 
marcadores fue determinada en células no estimuladas pertenecientes a cada uno de los 
4 grupos celulares objeto de estudio. Los resultados muestran que la estimulación de las 
células controles de ambas estirpes con nicotina y NNK induce un incremento de 
expresión de vimentina y fibronectina en relación con la observada en células no 
estimuladas. Dicho incremento no se produce en células A.23 y S.10, lo cual indica que 
la sobreexpresión de dupα7 frena la transición epitelio/mesenquimal mediada por el α7-
nAChR en ambos tipos histológicos de NSCLC.  
 
Figura 26. Inmunoblot típico mostrando el efecto de la sobreexpresión del dupα7 sobre la transición epitelio-
mesenquimal mediada por el α7 nAChR en células A549 y SK-MES-1. Células controles de ampos tipos 
histológicos, así como células con sobrexpresión estable de dupα7 (A.23 y S.10), fueron estimuladas con nicotina o 
NNK para inducir la transición epitelio-mesenquimal, la cual fue evaluada a través de la expresión de los marcadores 
mesenquimales vimentina y fibronectina. Células no estimuladas de cada uno de los cuatro grupos reflejaban la 






2.3	   Experimentos	   in	   vivo:	   la	   sobreexpresión	   de	   dupα7	   frena	   el	   desarrollo	  
tumoral	  en	  ratones	  atímicos	  inyectados	  con	  células	  A549.	  
Los resultados in vitro mostrados hasta ahora indican que la sobrexpresión de dupα7 
frena diversos procesos relacionados con la progresión tumoral inducida por nicotina y 
NNK en líneas celulares de NSCLC. Para evaluar si los resultados in vitro pueden ser 
reproducidos in vivo, se diseñaron los siguientes experimentos. Se utilizaron 22 ratones 
atímicos desnudos distribuidos en 4 grupos (n = 5-6 ratones/grupo). Tras inyectar la 
suspensión celular en el flanco izquierdo (A549 en dos grupos y A.23 a otros dos 
grupos), los animales inyectados con cada tipo histológico celular se separaron en dos 
grupos independientes, según recibieran o no nicotina. La nicotina se administró en el 
agua de bebida, a la concentración de 1 µM, desde el día 10º post-inyección hasta la 
finalización del estudio y sacrificio del animal.   
La Figura 27A muestra la progresión media del volumen del tumor ± EEM en 
cada uno de los grupos de ratones. A partir del día 10 post-inyección, y a lo largo de los 
37 días de duración del estudio, se observa un crecimiento progresivo del tumor en los 
dos grupos inyectados con la suspensión celular de A549, tanto si recibían como si no 
recibían nicotina. Aunque el grupo de ratones inyectados con A549 que recibió nicotina 
mostró volúmenes tumorales superiores a los del grupo que no la recibió a lo largo de 
todo el periodo analizado, las diferencias de volúmenes entre ambos grupos no llegaron 
a alcanzar valores significativos. La Figura 27A también muestra como el crecimiento 
tumoral no se produce en ninguno de los grupos de ratones inyectados con la suspensión 
celular de A.23, independientemente que hubieran recibido nicotina o no. El 
crecimiento tumoral en los 4 grupos a lo largo de todo el experimento mostró 
diferencias significativas entre los ratones inyectados con A.23 y los inyectados con 
A549 sometidos al mismo protocolo experimental. La Figura 27B muestra los valores 
medios ± EEM del volumen del tumor alcanzado al finalizar el experimento, tras la 
extracción del tumor del animal. Se observan diferencias significativas de volumen 
entre los animales inyectados con A549 que recibieron nicotina frente a los que no la 
recibieron. Estas diferencias son mucho más acusadas cuando se comparan los 
volúmenes tumorales de los animales inyectados con A.23 respecto a los inyectados con 
A549 en las mismas condiciones experimentales. La Figura 27C muestra imágenes de 
un ratón prototipo de cada grupo, así como del correspondiente tumor tras su 






Figura 27. La sobreexpresión de dupα7 interfiere con el crecimiento tumoral de células A549 inyectadas en 
ratones atímicos desnudos. Los ratones se distribuyeron en 4 grupos (5-6 ratones/grupo), según se les inyectara en 
su flanco izquierdo una suspensión celular de A549 (2 grupos) o de A.23 (2 grupos). De los dos grupos inyectados 
con el mismo tipo celular, solo uno de ellos recibió nicotina en el agua de bebida. A) Evolución del volumen tumoral 
medio ± EEM determinado a lo largo del estudio en los cuatro grupos de ratones. B) Valor medio ± EEM del 
volumen del tumor extraido al finalizar del estudio en cada grupo. C) Imágenes de un ratón prototipo de cada grupo, 
y de su correspondiente tumor, tras el sacrificio del animal. ¶p<0,05 y ¶¶¶p<0,001 comparando células A.23 frente a 
las células control sometidas al mismo estímulo; ##p<0,01 comparando las células A.23 frente a células control sin 
estímulo; *p<0,05 comparando el volumen tumoral de las células control tratadas con nicotina frente a las mismas 






 Al finalizar el estudio, secciones de 3,5 µm correspondientes a piezas tumorales 
extraidas de 2 ratones de cada uno de los anteriores grupos fueron incubadas con los 
correspondientes anticuerpos primarios y secundarios para identificar, por 
inmunohistoquímica, los marcadores de proliferación (Ki67) o de angiogénesis (VEGF). 
La Figura 28 muestra imágenes de microscopía óptica representativas de cortes 
tumorales pertenecientes a cada grupo en donde se puede identificar los dos marcadores 
anteriores; el marcaje de Ki67 se produce fundamentalmente en el núcleo, mientras que 
el de VEGF es citoplasmático. Se observa un aumento muy pronunciado de expresión 
de Ki67 en los tumores A549 de los animales que recibieron nicotina frente a los que no 
la recibieron (b vs. a). El aumento de expresión de Ki67 inducido por nicotina es 
prácticamente inexistente en los tumores A.23 (d vs. c). Se constata también una 
expresión de Ki67 muy inferior en los tumores A.23 frente a los A549, tanto en el caso 
de ratones no expuestos a nicotina (c vs. a) como de los que si la recibieron (d vs. b). 
 En relación a la expresión de VEGF, se aprecia un aumento de la misma en 
tumores A549 expuestos a nicotina frente a los no expuestos a este agente (f vs. e). Por 
el contrario, la administración de nicotina apenas modifica la expresión del marcador de 
angiogénesis en tumores A.23 (h vs. g). Se observa un marcaje de VEGF ligeramente 
superior en tumores A549 frente a los A.23 en ratones no expuestos a nicotina (g vs. e); 
estas diferencias de marcaje entre tumores A549 y los A.23 son mucho más 















































Figura 28. La sobreexpresión de dupα7 frena la proliferación y angiogénesis inducida por nicotina en tumores 
de ratones atímicos desnudos inyectados con células A549 o A.23. Imagénes (10X) de secciones tumorales 
mostrando la detección inmunohistoquímica del marcador de proliferación (Ki67) y de angiogenésis (VEGF) 
utilizando anticuerpos específicos. Las imágenes para cada marcador son representativas de cada uno de los 4 grupos 
de ratones utilizados en el estudio y corresponden a los tumores generados en los ratones inyectados con las 





2.4	  Resultados	  Clínicos.	  
2.4.1 Características demográficas y clínicas de los pacientes con NSCLC incluidos en 
el estudio. 
Biopsias pulmonares pareadas, tumorales y no tumorales, pertenecientes a 78 pacientes 
diagnosticados de NSCLC fueron analizadas en este estudio. Las características 
demográficas y clínicas de los pacientes se recogen en la Tabla 5. Los pacientes se 
agruparon de acuerdo al tipo histológico tumoral [40 (51,3%) con carcinoma de células 
escamosas (SCC), y 38 (48,7%) con adenocarcinoma (AD)], al sexo y edad. La mayoría 
de los pacientes con SCC (87,5%) eran fumadores activos al momento del diagnóstico, 
con un historial de consumo de tabaco superior a las 20 cajetillas anuales. Mientras 
tanto, más de la mitad de los pacientes con AD (55,3%) eran no fumadores o fumadores 
pasivos. El grado de diferenciación tumoral, realizado de acuerdo a la clasificación 
consenso sobre cáncer de pulmón del año 2015 (Travis y col., 2015), así como el 
desenlace final de la enfermedad, se recogen en la Tabla 5.  
	  
Tabla 5. Características clínicas y demográficas de los pacientes cuyas biopsias pulmonares fueron utilizadas 
en el estudio. 
Tipo histológico SCC AD 
Número de biopsias tumorales 40 (51,3%) 38 (48,7%) 
Sexo 
      Masculino 








      < 60 años 








      No fumadores 
      Fumadores pasivos 









Grado de diferenciación 
     Bien/moderada 








     Supervivencia libre de enfermedad (mediana) 












2.4.2 Niveles de expresión de los mensajeros α7 y dupα7 determinados en biopsias 
pulmonares de los pacientes con NSCLC. 
El nivel de expresión de los mensajeros α7 y dupα7 fue analizado por qPCR en las 
biopsias pulmonares pareadas, tumorales y no tumorales, de los pacientes con NSCLC 
incluidos en el estudio. La Figura 29 muestra, mediante un diagrama de caja-bigotes, la 
expresión normalizada de ambos mensajeros en las muestras tumorales de los pacientes 
respecto a sus correspondientes muestras pareadas no tumorales; los tumores aparecen 
agrupados, según el tipo histológico, en SCC o AD. Los resultados revelan un 
incremento significativo de expresión de α7 ARNm en tumores SCC respecto a las 
muestras no tumorales; dicho incremento no se detecta en tumores de AD (Fig. 29A). 
Por el contrario, se observa una reducción significativa de la expresión de dupα7 ARNm 
en ambos tipos tumorales con respecto a sus correspondientes muestras pareadas no-
tumorales (Fig. 29B). 
 
Figura 29. Expresión normalizada de los mensajeros de α7 y dupα7 en biopsias pulmonares de pacientes con 
NSCLC. Las biopsias correspondían a 78 pacientes [40 con carcinoma de células escamosas (SCC) y 38 con 
adenocarcinoma (AD)]. Muestras pareadas no tumorales (NT) de todos los pacientes fueron utilizadas para la 
normalización de la expresión en la muestra tumoral. Las barras horizontales muestran la mediana y los rangos 
intercuartiles. *p<0,05 y ** p<0,01 respecto a la muestra pareada no tumoral. Figura modificada de (Bordas y col., 
2017). 
 
Los anteriores resultados relativos a la expresión normalizada de α7 y dupα7 en 
los dos tipos histológicos tumorales de NSCLC fueron posteriormente corroborados por 





determinados en las biopsias pareadas tumorales y no tumorales de pulmón de los 
mismos pacientes (Fig. 30). Los resultados revelan que, comparando con los 
especímenes no tumorales, solo los tumores SCC muestran un incremento significativo 
de expresión de α7 ARNm (Fig. 30A). Mientras tanto, ambos tipos de tumores 
comparten una reducción significativa en el número de copias de dupα7 ARNm. 
 
 
Figura 30. Expresión absoluta de los mensajeros de α7 y dupα7 en muestras pulmonares tumorales y no 
tumorales de pacientes con carcinoma de células escamosas (SCC) o adenocarcinoma (AD) de pulmón. 
*p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 tras comparar las muestras tumorales (T) con sus correspondientes muestras 

















1. RELEVANCIA DE LA VÍA COLINÉRGICA ANTIINFLAMATORIA 
EN EL CONTROL DE LA INFLAMACIÓN EN SEPSIS HUMANA: LA 
EXPRESIÓN DE α7 ARNm EN CMSP COMO MARCADOR DE LA 
ACTIVIDAD DE ESTA VÍA. 
Nuestro estudio representa la primera evidencia experimental, obtenida en pacientes 
sépticos y no en modelos animales de sepsis, en donde se demuestra la importancia de 
la vía colinérgica antiinflamatoria (CAP) a la hora de restringir el exceso de respuesta 
inflamatoria. Nuestros datos también muestran que la actividad de este mecanismo 
antiinflamatorio, en un paciente séptico concreto, puede ser deducida a partir de los 
niveles de expresión del α7 ARNm determinado en sus CMSP por técnicas de qPCR. 
Finalmente, también demostramos que los niveles de expresión de dupα7 ARNm en las 
mismas células se correlacionan inversamente con los de α7 ARNm y con el estado 
inflamatorio del paciente, abriendo la posibilidad de que ambas subunidades nicotínicas 
puedan participar, de forma antagónica, en el control de la inflamación en sepsis. 
La determinación del nivel de expresión del α7 ARNm en CMSP de pacientes 
sépticos fue seleccionada como indicador de la actividad de la CAP en base a las 
siguientes observaciones previas: 1º) el α7 nAChR es el receptor principal que 
interviene en este mecanismo antiinflamatorio (Wang y col., 2004; Pavlov y col., 2007; 
Parrish y col., 2008b; Vida y col., 2011; Zhao y col., 2012; Olofsson y col., 2012); 2º) el 
α7 ARNm es expresado en muchos tipos de células productoras de citoquinas (de Jonge 
y Ulloa, 2007); y 3º) la cuantificación del ARNm en CMSP es fácilmente realizable y 
requiere un procedimiento mínimamente invasivo. La dificultad metodológica que 
entraña la determinación de los niveles de α7 ARNm por técnicas de qPCR reside en 
que, junto a este transcrito, se puede amplificar el transcrito correspondiente a dupα7, el 
cual nosotros (y otros) hemos encontrado que posee una actividad reguladora negativa 
sobre la actividad del α7 nAChR in vitro (de Lucas-Cerrillo y col., 2011; Araud y col., 
2011). La secuencia nucleotídica de los mensajeros de α7 y dupα7 son altamente 
homólogas (>99%) y ambos transcritos presentan un patrón de distribución similar en 
cerebro y células inmunes (Gault y col., 1998; de Lucas-Cerrillo y col., 2011; Araud y 
col., 2011; Benfante y col., 2011; Costantini y col., 2015; Kunii y col., 2015). Por tanto, 
si no se diseñan cebadores específicos para cada ARNm, se pueden amplificar por 





como ya ha sucedido en estudios previos (Villiger y col., 2002; Hecker y col., 2015; 
Reale y col., 2015; Conti y col., 2016). Nosotros hemos sorteado esta dificultad 
diseñando una pareja de cebadores que amplifica la región divergente del N-terminal 
(exones 3-4 del CHRNA7) de la subunidad α7, así como una segunda pareja que 
amplifica desde el exón A al exón 5 del CHRFAM7A que codifica para la subunidad 
dupα7.  
Tres de nuestros hallazgos relativos a los niveles de expresión de α7 ARNm en 
CMSP de los pacientes sépticos merecen ser destacados: 1º) estos niveles fueron 
significativamente más altos en la mayoría de los pacientes sépticos (terciles primero y 
segundo) que en controles (Fig. 15B); 2º) dichos niveles respondían dinámicamente al 
estado inflamatorio de los pacientes [Figs. 17; Fig. 18A (panel izquierdo)];  y 3º) existía 
un subgrupo de pacientes (tercer tercil), con bajo nivel de expresión de α7 ARNm, que 
tuvo una respuesta antiinflamatoria ineficiente frente a la infección y, 
consecuentemente, un peor pronóstico [Figs. 17; Figs. 18B y 18C (panel izquierdo)]. 
Todos los anteriores hallazgos relacionados con el nivel de expresión de α7 ARNm en 
CMSP son perfectamente compatibles con el comportamiento de un biomarcador típico. 
El hallazgo de que el control vagal de la HRV refleja, indirectamente, la 
capacidad de respuesta de la CAP en un modelo humano de endotoxemia (Marsland y 
col., 2007) concuerda con datos clínicos que muestran como una disminución de la 
actividad vagal cardíaca, medida a través de los índices de RMSSD y nHF, es un signo 
precoz de empeoramiento y mortalidad en pacientes sépticos (Schmidt y col., 2005). 
Adicionalmente, la activación farmacológica de la CAP en endotoxemia humana se ha 
asociado con un incremento de la actividad vagal cardíaca, medida a través de los 
cambios en la HRV (Pavlov y col., 2006). Ya que nuestros resultados muestran que los 
niveles de α7 ARNm en CMSP están directamente correlacionados con los valores de 
RMSSD y nHF en pacientes sépticos, sospechamos que dichos niveles podrían ser un 
buen marcador de la actividad de la CAP en sepsis. Consecuentemente, la regulación 
positiva de la expresión del α7 ARNm podría incrementar la capacidad antiinflamatoria 
de la ACh liberada endógenamente tras la estimulación de la anterior vía.  
Aunque la relación causal entre los niveles de expresión de α7 ARNm y la 
actividad de la CAP necesita ser confirmada en estudios longitudinales con mayor 
número de pacientes y mayor potencia estadística, existen numerosos hallazgos 





ARNm inducida por nicotina en monocitos THP-1 conduce a un aumento de la 
capacidad antiinflamatoria de los agonistas del α7 nAChR, medida por la reducción de 
los niveles de TNF-α (van der Zanden y col., 2012). También ha sido descrito que los 
macrófagos deficientes en α7 nAChRs son refractarios al efecto antiinflamatorio de los 
agonistas del receptor, mientras que los ratones knockout para α7 son mas susceptibles a 
la inflamación sistémica y endotoxemia letal que los ratones controles (Wang y col., 
2003; Wang y col., 2004).  
Los datos de nuestro estudio también refuerzan, de forma inequívoca, la utilidad 
de la medida de los niveles de α7 ARNm en CMSP como marcador de la actividad de la 
CAP. Así, hemos encontrado una correlación inversa significativa entre los anteriores 
niveles y las concentraciones séricas de todas las citoquinas proinflamatorias (IL-1β, 
TNF-α, IL-6) y las proteínas reactantes de fase aguda. La correlación inversa entre los 
niveles de α7 ARNm (que refleja la actividad de la vía colinérgica antiinflamatoria) y la 
citoquina antiinflamatoria IL-10 parece algo sorprendente, pero podría explicarse por 
los hallazgos de un estudio previo que muestran como la  infusión de IL-6 humana 
recombinante para inducir un grado de inflamación bajo-moderado en jóvenes 
voluntarios sanos produce un incremento de las concentraciones plasmáticas de dos 
citoquinas anti-inflamatorias, IL-10 e IL-1ra (Steensberg y col., 2003). Aunque no hay 
una evidencia real de que esto también esté ocurriendo en nuestros pacientes sépticos, 
es altamente probable que sea así dado que los niveles séricos de IL-6 de nuestros 
pacientes son significativamente más altos que los encontrados en los voluntarios sanos 
infundidos con esta citoquina en el estudio anterior. Así, es probable que los altos 
niveles séricos de IL-10 en nuestros pacientes con baja actividad de la CAP pudieran 
deberse a la alta concentración de IL-6, reflejando un bucle de retroalimentación local 
que limitaría la respuesta pro-inflamatoria. El pequeño tamaño muestral de nuestro 
estudio fue, probablemente, lo que impidió que pudiéramos encontrar una correlación 
inversa entre los niveles de ARNm α7 e IL-1ra. 
Curiosamente, los niveles de α7 ARNm en CMSP y los valores de RMSSD y 
nHF en los pacientes sépticos se correlacionaron inversamente con los valores del 
APACHE II, a la vez que se asociaron negativamente con la gravedad de la enfermedad 
(Fig. 18B) y con la mortalidad (Fig. 18C). Estos hallazgos posiblemente explican por 
qué los pacientes del primer tercil (alta actividad de CAP), además de un mejor control 





primer tercil desarrolló sepsis grave, mientras que la mayoría de los pacientes (70%) 
cuya enfermedad progresó hasta sepsis grave y todos los que finalmente murieron 
pertenecían al tercer tercil (Tabla 4). Además, la alta sensibilidad y especificidad de los 
niveles de α7 en pacientes (con un valor de corte de 3) en relación a la mortalidad 
sugiere que estos niveles pueden tener un valor predictivo de mortalidad en la sepsis. 
Sin embargo, se necesitan estudios adicionales, con mayor número de pacientes, para 
poder confirmar este hallazgo preliminar. 
Nuestro estudio también proporciona nuevos e interesantes hallazgos sobre la 
participación de la CAP en sepsis humana. Hasta la fecha, sólo dos estudios 
preliminares, realizados en un modelo de endotoxemia humana, han abordado este tema 
obteniendo efectos beneficiosos limitados tras la estimulación de la CAP con agonistas 
del α7 nAChR (Wittebole y col., 2007; Kox y col., 2011). La discrepancia entre estos 
resultados y los obtenidos en nuestro estudio puede explicarse por el modelo de 
inflamación estéril que utilizaron los anteriores autores, modelo que no reproduce 
fielmente lo que sucede realmente en sepsis humana. Se desconoce aún el mecanismo 
que subyace en la expresión diferencial del gen CHRNA7 en pacientes sépticos. Ya que 
la edad y el sexo no parecen estar implicados en la anterior expresión diferencial (Tabla 
4), solo quedan tres posibles alternativas, dos de ellas basadas en una predisposición 
genética y una tercera de base no genética. Polimorfismos en la región promotora y/o 
potenciadora del gen podrían alterar la eficacia transcripcional (Sinkus y col., 2011; 
Haraksingh y Snyder, 2013), o bien podría existir algún tipo de regulación dependiente 
de micro ARNs (miARN) (Gurtan y Sharp, 2013; Sfera y col., 2015). La tercera 
posibilidad se basaría en la reciente identificación de una subpoblación de linfocitos 
reguladores (CD3+ CD4+ CD25ˉ) que, a través de sus α7 nAChR, parecen ser claves a la 
hora de controlar la inflamación sistémica en sepsis experimental en roedores por parte 
del nervio vago (Peña y col., 2011). Dado que en pacientes sépticos que fallecen se ha 
encontrado una apoptosis masiva y persistente de la anterior subpoblación de linfocitos 
(Venet y col., 2004), este mecanismo podría contribuir a la depleción de los niveles α7 
encontrado en nuestros pacientes con peor pronóstico. Para poder implicar a alguno de 
los anteriores mecanismos en la expresión diferencial del gen CHRNA7 en pacientes 
sépticos se requieren estudios adicionales. 
Nuestro grupo estableció, por primera vez, el papel modulador endógeno 





expresión, como los ovocitos de rana Xenopus laevis (de Lucas-Cerrillo y col., 2011). 
Esta capacidad reguladora de dupα7 sobre la actividad del α7 nAChR en ovocitos fue 
refrendada unos meses después por otro grupo (Araud y col., 2011). Posteriormente, 
datos in vitro de nuestro propio laboratorio han ratificado la capacidad de dupα7 para 
revertir el efecto antiinflamatorio mediado por el α7 nAChR en macrófagos murinos 
estimulados con LPS (Maldifassi 2014). Los resultados del presente estudio 
demuestran, por primera vez en sepsis humana, que los niveles de expresión de dupα7 
ARNm en CMSP se correlacionan inversamente con los de α7 y también con el estado 
inflamatorio del paciente (Fig. 19). Estos resultados sugieren que la subunidad dupα7 
podría desempeñar un papel fisiopatológico in vivo al interferir con el α7 nAChR 
expresado en células inmunes. Este mecanismo podría explicar, al menos parcialmente, 
por qué los pacientes sépticos del tercer tercil (altos niveles de dupα7 y bajos niveles de 
α7 en sus CMSP) son incapaces de controlar la respuesta inflamatoria y la progresión de 
la enfermedad.  
Resultados similares a los nuestros han sidos obtenidos recientemente en 
pacientes con enfermedades inflamatorias intestinales (Baird y col., 2016). En dicho 
estudio, los investigadores encontraron un incremento significativo de expresión de 
dupα7 ARNm en biopsias de pacientes con colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn y 
una reducción de los niveles de α7 ARNm en las muestras de colitis ulcerosa. Estudios 
epidemiológicos han relacionado estas dos enfermedades intestinales con el consumo 
del tabaco. Así, la mayoría de los pacientes con colitis ulcerosa son no fumadores 
(Motley y col., 1988; Rubin y Hanauer, 2000), mientras que los que si fuman presentan 
síntomas menos severos de la enfermedad (Wolf y Lashner, 2002). Se ha observado que 
la aplicación de parches de nicotina en los anteriores pacientes reduce la inflamación 
(Pullan y col., 1994; Thomas y col., 2005; Ingram y col., 2008). Estos resultados están 
de acuerdo con los obtenidos en modelos experimentales de endotoxemia o sepsis, en 
donde se demuestra que la activación del α7 nAChR con agonistas nicotínicos produce 
un importante efecto antiinflamatorio (Wang y col., 2004; Yoshikawa y col., 2006; 
Pavlov y col., 2007; Parrish y col., 2008b; van der Zanden y col., 2012). Dado que la 
exposición de los macrófagos humanos a nicotina y LPS disminuye la expresión de 
dupα7 ARNm en estas células (de Lucas-Cerrillo y col., 2011; Benfante y col., 2011; 
van der Zanden y col., 2012), se podría asumir que la activación de la CAP, ya sea por 





los niveles de dupα7 ARNm para permitir una adecuada actividad antiinflamatoria del 
α7 nAChR. 
Como es bien conocido, las limitaciones inherentes al diseño de cualquier 
estudio piloto, como lo es el nuestro, son el relativamente pequeño tamaño muestral y la 
imposibilidad de establecer relación de causalidad. Otra limitación es la presencia de 
factores de confusión que pueden influir en las medidas de HRV, algo que nosotros 
hemos tratado de minimizar en nuestro estudio. Por el contrario, algunas fortalezas 
notables de nuestro estudio son: a) el ensayo de qPCR es altamente específico para 
determinar los niveles de expresión de α7 ARNm en CMSP; b) la asociación positiva, y 
altamente significativa, entre los niveles de α7 ARNm en CMSP y los índices de 
actividad vagal cardíaca, medidos simultáneamente en cada sujeto; c) la correlación 
negativa, fuertemente significativa, entre los anteriores marcadores de actividad de la 
CAP y el estado inflamatorio neto del paciente; d) el uso de tres fuentes diferentes del 
organismo para determinar la actividad de la CAP (CMSP circulante, corazón y suero 
sanguíneo); y e) la determinación en cada paciente, y a dos tiempos distintos 
(enfermedad aguda y tras la recuperación), de los niveles de α7 en CMSP y los índices 
de HRV, lo que permite que cada paciente sea un control interno para sí mismo. 
En resumen, nuestros resultados son consistentes con la idea de que una 
respuesta colinérgica antiinflamatoria deficiente frente a la inflamación sistémica puede 
estar en la raíz del mal pronóstico de muchos de los pacientes sépticos. En 
consecuencia, nuestro estudio plantea la posibilidad de que la activación de la CAP en 
pacientes sépticos de "alto riesgo" podría tener potencial terapéutico. Este tipo de 
actuación podría utilizarse como terapia adyuvante para aumentar la eficacia terapéutica 






2. LA SUBUNIDAD Dupα7 REGULA NEGATIVAMENTE LA 
ACTIVIDAD TUMOROGÉNICA MEDIADA POR EL α7 nAChR EN 
CÁNCER DE PULMÓN DE CÉLULAS NO PEQUEÑAS. 
El presente estudio demuestra, por primera vez, que la subunidad dupα7 puede 
desempeñar un papel fisiopatológico en el desarrollo de tumores relacionados con el 
consumo de tabaco, como sería el caso de los carcinomas de pulmón de céulas no 
pequeñas (NSCLC). Nuestros hallazgos, derivados de la combinación de experimentos 
in vitro, in vivo y clínicos, permiten establecer que dupα7 ejerce su anterior efecto 
interfiriendo con la actividad tumorogénica mediada por el α7 nAChR, tal como hemos 
demostrado previamente que ocurre en ovocitos de Xenopus y en macrófagos murinos 
(de Lucas-Cerrillo y col., 2011; Maldifassi 2014). 
El consumo del tabaco es de suma importancia en el desarrollo y progresión 
tumoral, y la activación del α7 nAChR, por medio de los componentes del tabaco 
nicotina y NNK, favorece esta progresión tumoral. Estudios previos describen que tras 
la activación del α7 nAChR, se aumenta la expresión de múltiples factores de 
transcripción de proliferación y antiapoptosis. Nuestros resultados demuestran que tras 
la estimulación con nicotina y NNK, la proliferación de nuestras líneas celulares de AD 
y SCC aumenta. Estos datos están refrendados con los resultados de diversos autores en 
una gran cantidad de líneas celulares de cáncer de pulmón (Jull y col., 2001; Tsurutani y 
col., 2005; Dasgupta y col., 2006b; Egleton y col., 2008; Dasgupta y col., 2009; Davis y 
col., 2009; Cardinale y col., 2012; Pillai y Chellappan 2012; Nakada y col., 2012) y de 
cáncer nasofaríngeo, colon, gástrico, vejiga, páncreas, hígado y de mama (Shin y col., 
2004; Wong y col., 2007; Chen y col., 2008; Dasgupta y col., 2009; Shi y col., 2012; 
Cucina y col., 2012; Al-Wadei y col., 2012c; Martinez y col., 2017).  
Múltiples líneas de investigación describen que el hábito tabáquico aparte de 
facilitar la proliferación, también favorece la propagación de metástasis. Una 
disminución en la expresión de proteínas epiteliales (como E-Cadherina y β-catenina) y 
un aumento de proteínas mesenquimales (Vimentina y Fibronectina) conlleva que las 
células tumorales puedan proliferar independientemente de sustrato, lo cual lleva a las 
células a migrar e invadir con mayor facilidad. Esta transición epitelio-mesenquimal en 
las células es un proceso que se asocia a un peor pronóstico en diversos tumores 





transición epitelio-mesenquimal en múltiples líneas celulares de cáncer de pulmón 
(Davis y col., 2009; Dasgupta y col., 2009; Pillai y col., 2011; Pillai y col., 2015; Zhang 
y col., 2016) y cáncer gástrico (Lien y col., 2011). Hemos observado también en 
nuestros resultados que la nicotina aumenta la expresión de dos marcadores 
mesenquinales, vimentina y fibronectina, sin embargo, somos los primeros en observar 
dicha transición inducida por la nitrosamina NNK en líneas celulares de NSCLC, ya que 
hasta ahora sólo se le había atribuido esta función en líneas tumorales gástricas (Wang y 
col., 2012). 
Continuando con esto, múltiples grupos han observado que tanto la nicotina 
como el NNK aumentan la migración en líneas celulares de cáncer de pulmón 
(Dasgupta y col., 2009; Pillai y col., 2011; Shen y col., 2012; Pillai y col., 2015; Zhang 
y col., 2016) y cáncer de mama y gástrico (Dasgupta y col., 2009; Lien y col., 2011; 
Wang y col., 2012). Así, nosotros observamos también un aumento de la migración con 
los estímulos de nicotina y NNK en nuestras líneas celulares. 
Por último, el crecimiento tumoral de las células A549 en los ratones 
inmunodeficientes tratados con nicotina fue superior (aunque no estadísticamente 
significativo) a la de los animales que sólo recibieron sacarina (Fig. 27), aumento que 
ya había sido descrito por una gran variedad de grupos de investigación en líneas 
celulares de pulmón (Paleari y col., 2008; Davis y col., 2009; Nakada y col., 2012; Lau 
y col., 2013; Liu y col., 2015) y cáncer de mama, vejiga e hígado (Lee y col., 2010; 
Yuge y col., 2015; Martinez y col., 2017). Así también, los marcadores de proliferación 
(Ki67) y de angiogénesis (VEGF) fueron superiores también en los tumores de los 
animales que recibieron nicotina frente a los que no fueron tratados, efectos que como 
se discutió anteriormente, la nicotina tiene un potente efecto proliferativo, pero que 
también incrementa la angiogénesis en gran variedad de modelos experimentales  
(Heeschen y col., 2001; Zhu y col., 2003; Jarzynka y col., 2006; Zhang y col., 2007).  
Así también, los resultados de algunos de estos grupos, demuestran que el 
silenciamiento del α7 nAChR, ya sea con antagonistas específicos de este receptor 
(como la mecamilamina ó la α-bungarotoxina) o con ARN de interferencia, previene el 
aumento en la proliferación (Cattaneo y col., 1993; Codignola y col., 1994; Jull y col., 
2001; Dasgupta y col., 2006b; Zheng y col., 2007; Davis y col., 2009), migración (Xu y 
Deng, 2006; Lien y col., 2011; Wang y col., 2012; Shen y col., 2012; Zhang y col., 





angiogénesis (Heeschen y col., 2001; Zhu y col., 2003; Brown y col., 2012) inducida 
por nicotina y NNK. 
Con todo esto, se concluye que la activación del α7 nAChR es de suma 
importancia para muchos procesos tumorales in vivo e in vitro; sin embargo, el papel 
modulador de su duplicado parcial, dupα7, no había sido investigado hasta ahora. 
Nuestros resultados demuestran que la sobreexpresión del dupα7 en las líneas celulares 
A549 y SK-MES-1 bloquea los efectos debidos a la nicotina y NNK en la proliferación, 
migración, ensayo de la herida, transición epitelio-mesenquimal, crecimiento tumoral y 
angiogenésis (Figs. 21−28). Se muestra como en los experimentos de proliferación, 
migración (herida y Transwell) y en la transición epitelio-mesenquimal, tras los 
estímulos de nicotina y NNK aumentan estas propiedades en las células control, 
mientras que en las células sobreexpresantes de dupα7, este efecto se ve inhibido. En los 
resultados del crecimiento tumoral hay que resaltar que en los tumores de las células 
sobreexpresantes del dupα7, el tamaño tumoral de estas células siempre estuvo por 
debajo del de las células control (con o sin nicotina), lo cual puede explicarse con los 
resultados del marcaje de los marcadores de proliferación y angiogénesis, ya que como 
se ha mencionado antes, las propiedades proliferativas y angiogénicas de células 
tumorales se inhiben bloqueando al α7 nAChR (Cattaneo y col., 1993; Codignola y col., 
1994; Jull y col., 2001; Zhu y col., 2003; Dasgupta y col., 2006b; Zheng y col., 2007; 
Davis y col., 2009; Brown y col., 2012), por lo que la inhibición en la función del α7 
nAChR por la sobreexpresión del dupα7,  daría un efecto conjunto de la inhibición de 
ambas propiedades, por lo que estos tumores crecerían peor que las células control.  
Se puede considerar que el efecto inhibitorio del dupα7 sobre las propiedades 
tumorogénicas antes mencionadas es a través del bloqueo en la función del α7 nAChR 
debido a: 1) Gracias a resultados propios y de otros grupos (Maldifassi 2014; Wang y 
col., 2014) hemos confirmado que la subunidad dupα7 colocaliza con la subunidad α7 
en membrana celular y esta colocalización da lugar a receptores heteroméricos α7-
dupα7 con función alterada respecto al receptor homomérico α7. Se ha descrito que el 
dupα7 puede interaccionar con las subunidades nicotínicas α3 y α4 (Wang y col., 2014), 
y en nuestros experimentos, no podemos descartar que esta interacción pueda llegar a 
ocurrir. Sin embargo, ya que observamos un bloqueo en el efecto estimulante del  NNK 
(agonista preferencial del α7 nAChR), nos permite asegurar que el efecto inhibitorio del 





Se ha descrito que el NNK puede llegar a activar a receptores β-adrenérgicos de 
líneas celulares de cáncer de páncreas (Askari y col., 2005) y de pulmón (Schuller y 
col., 1999; Al-Wadei y col., 2010) aumentando la proliferación y migración de estas. 
Sin embargo, si el NNK actuara por este mecanismo en nuestras células, la 
sobreexpresión de dupα7 no bloquearía los efectos estimulantes del NNK. Así, podemos 
confirmar que la sobreexpresión de dupα7 bloquea las propiedades tumorogénicas 
estudidas principalmente mediante el bloqueo del α7 nAChR. 
Aunque apenas muy pocos grupos hemos descrito la función del dupα7, nosotros 
y otros grupos hemos descrito su función de modulación negativa sobre el α7 nAChR  
(de Lucas-Cerrillo y col., 2011; Araud y col., 2011; Maldifassi 2014), sin embargo, 
recientemente un grupo cuestionó estos resultados, en los que ellos afirman que el 
coensamblaje del dupα7 con la subunidad α7 en células Neuro2a forman receptores 
heteroméricos funcionales con respuestas alteradas a colina y vareniclina, pero con 
respuestas normales a ACh. 
La diferencia de sus resultados con los nuestros podría deberse: 1) Ellos usan un 
modelo de células Neuro2a, las cuales son células de mamífero y en nuestros 
experimentos iniciales se utilizó un modelo heterológo de Xenopus laevis, en dónde se 
expresa exclusivamente los receptores de los cuales el ARNm fue insertado, mientras 
que en células de mamífero cuentan con receptores propios de su tejido. Así, los niveles 
de expresión del ARNm y proteína de α7 y dupα7 en células de mamífero varía entre 
los diferentes tejidos, siendo en macrófagos la expresión de dupα7 mayor que la de α7, 
mientras que en células neuronales, la expresión endógena de α7 es mucho mayor que la 
del dupα7 (de Lucas-Cerrillo y col., 2011). Por lo que en su modelo neuronal, al contar 
con una mayor cantidad endógena de α7 y al usar un ratio de transfección 1:1 α7:dupα7 
(dupΔα7), se favorece la expresión de α7 sobre la de dupα7; 2) También habría que 
considerar que la subunidad dupα7 carece de elementos importantes para que su 
ensamblaje e inserción en membrana se realice fácilmente, por lo que es posible que la 
poca expresión de dupα7 y la menor cantidad de subunidades de dupα7 que lleguen a 
insertarse en el α7 nAChR,  no logre tener un efecto negativo sobre la funcionalidad del 
receptor (Murray y col., 2012); 3) en nuestros estudios realizados usando células de 
mamífero (macrófagos y líneas celulares de cáncer de pulmón) se les realizó una sóla 





doble (ó triple) transfección y desigualdades en la inserción y traducción de los 
plásmidos en todas las células. 
Lamentablemente en estos momentos somos incapaces de confirmar la vía, o 
combinación de vías, por la que el dupα7 inhiba las propiedades tumorogénicas antes 
estudiadas. La activación del α7 nAChR desencadena una gran variedad de vías de 
señalización (Src, PI3K/Akt, JAK/STAT y MAPK) en líneas celulares de cáncer de 
pulmón, las cuales se encuentran muy interconectadas entre sí, por lo que el bloqueo del 
dupα7 sobre este receptor actuaría en diversos factores de transcripción, si no es que en 
todos. En la bibliografía no existen datos que relacionen directamente al dupα7 con 
alguna de estas vías de señalización en cualquier modelo de investigación, por lo que el 
mecanismo de bloqueo del dupα7 es de gran interés para obtener mayor información 
para una posible diana terapéutica.   
Una vez confirmado el papel modulador del dupα7 sobre el α7 nAChR in vitro e 
in vivo, nos postulamos a averiguar si esta modulación ocurre en la clínica actual. Los 
niveles de expresión del α7 y dupα7 ARNm fueron analizados en un conjunto de 
muestras de biopsias sanas y tumorales de NSCLC. En las Figuras 29 y 30 se puede 
observar como la expresión del α7 nAChR aumenta significativamente en las muestras 
tumorales de SCC con respecto a sus controles no tumorales, datos que concuerdan con 
los resultados de otros autores (Paleari y col., 2008; Brown y col., 2013; Schaal y 
Chellappan, 2016). En las muestras de AD, la expresión del α7 nAChR no es 
estadísticamente diferente que a la de sus muestras no tumorales, datos que concuerdan 
con los datos de otro grupo que tampoco observaron diferencias significativas (Lam y 
col., 2007). Los niveles de expresión normalizados de las muestras de AD demuestran 
un ligero aumento de la subunidad α7, pero dicho aumento de expresión no es de tal 
magnitud como las del SCC. De hecho, estos niveles de expresión (SCC>AD>NT) ya 
habían sido descritos en la bibliografía (Paleari y col., 2008; Russo y col., 2012), no 
obstante, estos grupos sí observaron diferencias estadísticas entre sus muestras 
tumorales y no tumorales. Las diferencias de nuestros resultados y de los otros grupos 
se pueden deber a las siguientes variables: 1) nuestro estudio incluye muestras 
tumorales y no tumorales pareadas, en las que ambas son del mismo paciente; mientras 
que en el resto de los estudios analizan muestras de personas distintas, y como se puede 
observar en la expresión del α7 de la Figura 30, la variabilidad de expresión entre las 





por la propia expresión del individuo y 2) nuestro estudio incluye la misma cantidad de 
muestras tumorales y no tumorales, mientras que los otros grupos usan una cantidad 
mucho menor de muestras no tumorales (siete y una muestras respectivamente) por lo 
que las diferencias en el tamaño muestral entre los grupos quizá sea la razón por la que 
observan estas diferencias estadísticas.  
Así también, en estas gráficas se representa la expresión del duplicado parcial de 
la subunidad α7, dupα7. La expresión normalizada del dupα7 tanto en las muestras de 
SCC y AD disminuye con respecto a su basal, siendo esta disminución estadísticamente 
significativa en ambos casos. En la Figura 30 se representan el número de copias del 
dupα7 en las muestras tumorales de AD y SCC frente a sus contrapartes no tumorales. 
Se puede observar como el número de copias del dupα7 disminuye estadísticamente en 
los dos tipos tumorales frente a sus basales. Estos resultados, a fecha de Abril del 2017, 
son totalmente innovadores, ya que hasta la fecha no se ha descrito la posible función y 
regulación del dupα7 en el cáncer de pulmón de células no pequeñas.   
En la bibliografía sólo existe un estudio que haya observado los niveles de 
expresión de dupα7 en una enfermedad tumoral (Baird y col., 2016). Este grupo estudió 
la expresión de dupα7 y α7 en muestras tumorales de cáncer de colon y en muestras no 
tumorales, sin embargo no observaron diferencias de expresión en ambas subunidades 
entre las muestras tumorales y sanas (Baird y col., 2016).  
El cáncer de pulmón está asociado directa y claramente con el consumo del 
tabaco, mientras que esta asociación no esta totalmente definida en el cáncer de colon 
(Liang y col., 2009, National Center for Chronic Disease Prevention and Health 
Promotion (US) Office on Smoking and Health 2014). Dentro del NSCLC,  el SCC es 
el tipo histológico que más se encuentra relacionado con el consumo del tabaco, 
mientras que el AD se asocia más a pacientes no fumadores y a fumadores pasivos 
(Freedman y col., 2016). Así, nuestras muestras tumorales están en mayor contacto 
directo con los componentes del tabaco, nicotina y NNK, componentes a los cuales se 
les ha descrito que provocan un aumento de expresión del α7 nAChR en muestras 
tumorales de pulmón (Al-Wadei y col., 2010; Aizawa y col., 2013; Brown y col., 2013; 
Schaal y Chellappan 2016) y en otros tipos celulares (Gentry y Lukas 2002; Govind y 
col., 2009). De hecho, se ha descrito la disminución en la expresión del dupα7 en 
monocito y macrófagos tratados con nicotina (Severance y col., 2009; de Lucas-Cerrillo 





estos componentes en nuestras muestras (especialmente el SCC) sean las responsables 
de la modificación de expresión de estas subunidades y no en las de cáncer de colon.  
Los niveles de expresión del ARNm del α7 y del dupα7 han sido estudiados en 
pacientes con enfermedades intestinales inflamatorias (colitis ulcerosa y enfermedad de 
Crohn) y enfermedades psiquiátricas (esquizofrenia y trastorno bipolar) (Kunii y col., 
2015; Baird y col., 2016). En dichos estudios se observan niveles inversos de expresión 
de ambos mensajeros, en donde dupα7 tiene una expresión mayor en las muestras de los 
pacientes comprando frente a controles sanos, mientras que la expresión de la subunidad 
α7 se encuentra disminuida en los pacientes frente a los controles. Así también, los 
niveles de expresión de ambos mensajeros en nuestros pacientes sépticos presentan este 
patrón de expresión. Estos resultados resaltarían la posible función negativa in vivo que 
podría ejercer dupα7 sobre las funciones de neurotransmisión y modulación 
inflamatoria sobre el α7 nAChR en estas enfermedades. Con todo lo anterior, la 
disminución en la expresión de dupα7 en las muestras tumorales de NSCLC favorecería 
el efecto protumorogénico del α7 nAChR.  
En conclusión, se puede confirmar que la sobreexpresión del dupα7 en líneas 
celulares de cáncer de pulmón inhibe los efectos protumorogénicos de la nicotina y el 
NNK a través del α7 nAChR. Además, existe una modulación in vivo de ambos 
mensajeros en biopsias humanas de cáncer de células no pequeñas de pulmón. 
 















Las conclusiones principales del presente trabajo de Tesis Doctoral son las siguientes: 
 
 
1) Los niveles de α7 ARNm en CMSP de los pacientes sépticos constituyen un 
excelente marcador de la actividad de la vía colinérgica antiinflamatoria. 
2) Los pacientes sépticos que presentan niveles de expresión más altos de α7 
ARNm en CMSP muestran un mejor control de la inflamación y mejor 
pronóstico. 
3) El nivel de expresión de dupα7 ARNm en CMSp de los pacientes sépticos se 
correlaciona inversamente con la expresión de α7 ARNm y, directamente, con el 
grado de inflamación y la gravedad de la enfermedad. 
4) La sobreexpresión de dupα7 en líneas celulares de NSCLC bloquea, tanto in 
vitro como in vivo, la progresión tumoral secundaria a la activación del α7 
nAChR por nicotina y/o NNK. 
5) La evaluación de los niveles de expresión de los mensajeros de α7 y dupα7 en 
biopsias pareadas de pulmón de pacientes con NSCLC revela una disminución 
de expresión de dupα7 y una sobreexpresión de α7 en las muestras tumorales 
respecto a las no tumorales. 
 
 
En conjunto, los resultados de esta Tesis revelan la implicación fisiopatológica de la 
modulación del α7 nAChR por parte del dupα7, tanto en el control de la inflamación 















The main conclusions of this doctoral thesis are the following:   
 
 
1) The expression level of α7 mRNA in peripheral blood mononuclear cells 
(PBMC) of septic patients is a excellent biomarker of the cholinergic 
antiinflammatory pathway. 
2) Septic patients with a higher expression level of α7 mRNA in PBMC have 
improved inflammatory control and a better prognosis of recovery . 
3) The expression level of dupα7 mRNA in PBMC of septic patients is inversely 
correlated with the expression of α7 mRNA and directly correlated with the 
inflammatory state and disease severity. 
4) The overexpression of dupα7 in NSCLC cell lines blocks, both in vitro and in 
vivo, the tumoral progression secondary to the activation of α7 nAChR by 
nicotine or NNK. 
5) The evaluation of α7 and dupα7 mRNAs in paired lung biopsies of patients with 
NSCLC show that dupα7 expression levels are decreased and α7 increased in the 
tumoral samples compared to the non-tumoral samples. 
 
 
These results reveal the pathophysiological implication of the α7 nAChR-modulation by 
dupα7 in the control of inflammation as well as in the tumoral progression associated 
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